Evaluación de Penicillium janthinellum como promotor de crecimiento de la planta de arroz (Oryza sativa) by Valencia Chona, Jorge Andrés
  
 
Evaluación de Penicillium janthinellum  como promotor  
de crecimiento de la planta de arroz (Oryza sativa). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Jorge Andrés Valencia Chona 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Maestría Ciencias-Microbiología 
Bogotá, Colombia 
2013 
  
Evaluación de Penicillium janthinellum  como promotor  
de crecimiento de la planta de arroz (Oryza sativa). 
 
 
 
 
Jorge Andrés Valencia Chona 
 
 
 
 
Tesis de investigación presentada como requisito para optar al título de: 
 Magister en Ciencias-Microbiología 
 
 
 
Directora: 
MSc. Nubia Moreno Sarmiento 
 
 
 
 
Línea de Investigación: 
Bioinsumos 
Grupo de Investigación: 
Bioprocesos y Bioprospección  
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Maestría Ciencias-Microbiología 
Bogotá, Colombia 
2013 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
“El modo de dar una vez en el clavo es dar 
cien veces en la herradura.” 
 
Miguel de Unamuno 
 
“La perseverancia es la virtud por la cual 
todas las otras virtudes dan su fruto”.  
 
Arturo Graf  
 
 
 
 
 
 
 
 
A mi familia, amigos, compañeros y todas las 
personas que han estado presentes en mi 
vida logrando trascender en cada una de las 
cosas que hago, a todos ellos mil gracias. 
Resumen y Abstract VII 
 
Agradecimientos 
Quiero agradecer a mi familia por el apoyo, comprensión y confianza que siempre 
me proporcionaron, ellos fueron el agua de aliento que venció al cansancio y 
preocupación que a veces me rondaban.  A ellos y a Dios debo todo lo que la 
vida generosamente me regala. 
 
De manera sincera agradezco al grupo de fermentaciones encabezado por la 
ingeniera Nubia, a mis compañeros de trabajo: Martha, María Angélica, las 
Dianas, Mónica, Gustavo, Zulma, Don Carlos e Ivonne Gutiérrez que supieron 
decirme lo necesario, cuando era necesario para cumplir con mis propósitos.  
 
Debo agradecer de igual forma, a la Dirección de Investigación sede Bogotá 
(DIB)  de la Universidad Nacional de Colombia por apoyar con recursos mi 
investigación y de igual forma al posgrado de Ciencias Microbiología por 
permitirme hacer parte durante, estos años, de tan prestigioso programa y 
específicamente a la profesora Martha y a Socorrito porque ellas son parte 
importante del engranaje de esta maquinaria de logros académicos que se 
manifiestan en sueños cumplidos. 
 
A Eduardo y a mis demás amigos que siempre han estado presentes cuando 
necesito de ellos, a todos mis compañeros de maestría y a todas las personas 
que en este tiempo pasaron de una u otra forma por mi vida, a ellos gracias por 
complementar con su presencia este periodo tan importante para mí. 
 
Por último y no menos importante quiero agradecerle a Ana Lucia (Anita) por su 
apoyo en mi trabajo y por confiarme  todos los tesoros que conforman su 
laboratorio. 
 
 
 
 
VIII Evaluación de Penicillium janthinellum como promotor de crecimiento de la planta de 
arroz (Oryza sativa) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen 
En el presente trabajo se evaluó la acción promotora de crecimiento de 
Penicillium janthinellum sobre la planta de arroz (Oryza sativa). Para este trabajo 
se empleó un sistema de cultivo hidropónico que permitió la interacción de la 
planta con el hongo y que facilitó la recuperación de los exudados de las raíces. 
Durante los diferentes ensayos de evaluación se midieron las propiedades 
biométricas de las plantas de arroz obtenidas.  Adicionalmente  se estandarizaron 
los métodos de cuantificación de algunos compuestos promotores de crecimiento 
vegetal y se desarrollaron otros estudios de promoción. En este trabajo no se 
pudo identificar otra estrategia de promoción de crecimiento diferente a la 
solubilización de fosfatos y se estableció que este proceso de solubilización 
presenta algún requerimiento asociado a la fuente de carbono que no puede 
satisfacerse cuando los exudados de las raíces de arroz son utilizados como 
única fuente de nutrientes. 
Palabras claves: Penicillium janthinellum, compuestos promotores de 
crecimiento vegetal, exudados de raíz, cultivo hidropónico. 
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Abstract 
In the present work, the growth promoting action of Penicillium janthinellum on 
rice plants (Oryza sativa) was evaluated. For this work a system of hydroponic 
culture was used, which allowed the interaction between the plant and the fungus 
and facilitated the recovery of root exudates. During the different evaluation 
essays the biometric properties of the obtained rice plants were measured. In 
addition, the quantification methods for some vegetal growth promoting 
compounds were standardized and other promotions studies were developed. In 
this work a growth promotion strategy different to phosphate solubilization could 
not be found and it was established that this solubilization process presents some 
requirement associated to the source of carbon that cannot be satisfied when rice 
exudates are used as the only source of nutrients.  
 
Key words: Penicillium janthinellum, vegetal growth promoting compounds, 
root exudates, hydroponic culture. 
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 Introducción 
El deterioro de los suelos de cultivo por aplicación de  malas prácticas agrícolas, 
específicamente  el uso inadecuado de fertilizantes químicos, promueve  el manejo en 
campo de biofertilizantes, es decir, de productos elaborados a partir de microorganismos 
que benefician el crecimiento de plantas de cultivo y permiten la recuperación de suelos.  
El concepto de biofertilizante se encuentra sujeto a malas interpretaciones por parte de 
algunos agricultores que utilizan este término para referirse a mezclas preparadas a partir 
de la rizosfera que, se supone, tienen una carga microbiana representativa de un suelo 
fértil sin que estos preparados tengan ningún control de calidad y mucho menos 
reproducibilidad  en su  aplicación en campo, ya que los componentes biológicos de 
estas mezclas pueden  variar de una preparación a otra y se desconoce por completo la 
manera específica como actúan los componentes de estas preparaciones y su impacto 
en el ecosistema que involucra los cultivos. De esta manera los biofertilizantes 
corresponden a productos formulados cuya composición es conocida y reproducible entre 
lotes de fabricación y en los que se conoce la acción específica de los microorganismos 
que lo componen. Dicho conocimiento se soporta en pruebas de laboratorio y campo.  
En Colombia se ha incrementado en los últimos años el uso de biofertilizantes y existe 
fabricación nacional de estos productos por parte de algunas empresas y entidades con 
aplicaciones específicas a diferentes cultivos y con los que se han venido desarrollando 
pruebas de campo para evaluar su efectividad. La empresa Biocultivos S.A. que surgió 
de convenios de investigación y desarrollo entre el Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Nacional de Colombia, la empresa privada y el gremio arrocero colombiano 
ha desarrollado varios productos biofertilizantes con diferentes compuestos activos de 
naturaleza microbiana los cuales han sido sometidos a  evaluación en campo por medio 
de  su aplicación en cultivos, principalmente de  arroz obteniéndose resultados de alto 
rendimiento de producción con disminución de costos que propicia el desarrollo 
económico a favor de los agricultores. Como resultado de estas evaluaciones en campo 
se ha permitido observar que en aquellos productos en los que el principio activo 
corresponde al hongo Penicillium janthinellum,  cuyo principal función en el suelo es 
servir como solubilizador de fosfatos, se ha obtenido un crecimiento de las plantas 
considerablemente mayor a los controles, lo que permite inferir la existencia de otros 
beneficios asociados al uso de estos biofertilizantes como puede ser la producción de 
compuestos asociados al crecimiento vegetal. 
2 Introducción 
 
De esta manera se hace relevante realizar estudios correspondientes a evaluar el papel 
promotor de crecimiento de Penicillium janthinellum  en plantas de arroz para de esa 
forma interpretar las observaciones hechas y establecer un criterio explicativo más 
completo de los efectos de aplicación de biofertilizantes en campo que contienen como 
principio activo este hongo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Capítulo 1.  Marco teórico y problema de 
investigación. 
1.1  Marco teórico.  
1.1.1  Morfología del arroz  y su cultivo. 
 
El arroz  (Oryza sativa) es una planta monocotiledónea perteneciente a la familia 
Graminácea.   Se caracteriza por tener  tallos redondos y huecos compuestos por 
nudos y entrenudos, sus  hojas tienen forma de  lámina plana y están  unidas al 
tallo por la vaina y su inflorescencia es en panícula. El tamaño de la planta varía 
de 40 cm (enanas) hasta más de 7 m (flotantes).  Los órganos de la planta de 
arroz son considerados vegetativos o reproductores, en el primer grupo 
encontramos las raíces, tallos y hojas y en el segundo las flores y las semillas. 
(CIAT 2005) 
Para cultivar el arroz se requiere de ciertas condiciones determinadas que 
favorezcan tanto el crecimiento de la planta como la formación de grano y por 
consiguiente el rendimiento de producción. En términos generales el arroz 
requiere una temperatura de 30 a 35 °C para su germinación y una temperatura  
de crecimiento cercana a los 23°C, aunque su rango de crecimiento puede ser 
relativamente amplio es a esta  temperatura donde la planta equilibra tanto su 
tamaño como su dureza, lo que le permite resistir de mejor forma condiciones 
adversas o enfermedades. De igual forma el arroz crece en un amplio rango de 
pisos térmicos,  en zonas comprendidas entre 0 y 1250 metros sobre el nivel del 
mar (Labrín 2007) 
 
La especie Oryza sativa posee tres subespecies cuya  clasificación se basa en su 
distribución geográfica, las cuales corresponden a la subespecie  Indica, 
Javanica, y Japónica. Indica se refiere a las variedades tropicales y subtropicales, 
Javanica corresponde a los arroces bulu (aristado) y gundil (sin aristas) con 
panículas largas y granos bien delineados que crecen a lo largo de las regiones 
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índicas en Indonesia, y Japónica se refiere a las variedades de granos pequeños 
y redondos de las zonas templadas (Heinrichs 2001). 
 
El ciclo del arroz está dividido en tres períodos: a) Período vegetativo:  este 
periodo comprende la germinación de la semilla y la aparición del primordio floral 
en la base de la planta y tiene una duración de unos 45 a 50 días dependiendo de 
la variedad; b) Período reproductivo: que comienza con la aparición de los 
primordios florales hasta que la flor se abre, cuando generalmente ya está 
polinizada; c) Período de maduración: comprende el llenado de granos, teniendo 
gran importancia el aporte en carbohidratos generados por fotosíntesis en las 
hojas superiores. (Labrín 2007) 
 
El arroz es una planta que se adapta a condiciones anaeróbicas,  razón por la 
que su principal sistema de siembra es el inundado, donde el cultivo crece en 
agua estancada desde la plantación hasta cerca de la cosecha. También existe el 
sistema de sequía conocido como de secano o de altiplanicie, en el cual el cultivo 
crece sobre tierra seca de forma igual a los otros cereales (Heinrichs 2001) 
 
1.1.2  Fertilizantes y su impacto ambiental. 
 
La fertilidad del suelo se convierte en un factor esencial del crecimiento de los 
cultivos y la producción agrícola, ya que constituye la fuente directa de nutrientes 
para que se lleve a cabo los procesos metabólicos y de desarrollo vegetal. Las 
plantas requieren para su desarrollo algunos elementos vitales de naturaleza 
orgánica como son el carbono, oxígeno e hidrógeno y a su vez requieren de  
minerales que son abastecidos por el suelo y   que  según las cantidades 
requeridas se clasifican en nutrientes primarios, nutrientes secundarios y 
micronutrientes (Ramírez 2011) 
Los nutrientes primarios  se agotan de forma más rápida en el suelo, debido a 
que son requeridos por las plantas en cantidades relativamente grandes y 
Capítulo 1 5 
 
 
 
corresponden principalmente al nitrógeno, fósforo y potasio. Los nutrientes 
secundarios y los micronutrientes se requieren en cantidades menores. Sin 
embargo, poseen igual importancia para la fertilidad del suelo. 
 
Dadas las necesidades nutricionales de los cultivos y las condiciones generales 
de un suelo determinado, se hace necesario en la mayoría de las ocasiones 
adicionar fertilizantes como suplemento de nutrientes carentes o no disponibles 
para la planta. Los fertilizantes se aplican en el suelo como fuente de nitrógeno, 
fósforo o potasio y existen diferentes orígenes y formulaciones que son utilizados 
dadas las condiciones particulares de los suelos. Las dosis de fertilizantes 
empleadas en los cultivos son calculadas según los requerimientos teóricos del 
compuesto para la planta y la concentración del nutriente dentro de la 
formulación.  Los fertilizantes se clasifican según su unidad fertilizante en 
fertilizantes nitrogenados, fertilizantes fosfatados y fertilizantes potásicos. 
(Ramírez 2011) 
Dentro de los fertilizantes nitrogenados los más utilizados son el sulfato de 
amonio, la urea y el nitrato de amonio; en el caso de los fertilizantes fosfatados 
existe una gran cantidad de compuestos comercializados entre los que tenemos a 
nivel de ejemplo el fosfato diamónico,  el superfosfato triple de calcio y el fosfato 
monoamónico; tres  ejemplos de fertilizantes potásicos son el cloruro de potasio, 
el sulfato de potasio y el nitrato de potasio. (Ramírez 2011) 
El uso indiscriminado de fertilizantes, entre otras malas prácticas agrícolas, ha 
venido deteriorando los suelos de cultivo y han provocado efectos negativos 
dentro de los ecosistemas en los que son utilizados, atribuyéndose de esa forma 
la acumulación excesiva en los coloides en la matriz del suelo, la  afectación de la 
biodiversidad, la eliminación de la vegetación superficial (efecto herbicida) y  la 
contaminación ambiental (Montero 2002) 
Todas las plantas absorben fósforo en estado soluble, pero al ser adicionado 
fósforo al suelo, más del 90% pasa rápidamente a formas no solubles que no son 
disponibles. De esa manera, gran parte de los fertilizantes fosfatados que se 
aplican no son aprovechados por las plantas, sino que se almacenan en el suelo. 
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De esta manera, los fertilizantes fosforados que se aplican  al suelo deben ser de 
baja solubilidad, por ejemplo, roca fosfórica. (Montecinos 1997) 
 
1.1.3  Biofertilizantes. Importancia de los microorganismos en la 
rizosfera. 
 
Gran cantidad de bacterias son capaces de promover el crecimiento de las 
plantas de diferentes forma y son conocidas como PGPR (Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria) correspondiente al término utilizado para designar a 
aquellas bacterias  que colonizan las raíces y poseen la habilidad de influenciar 
positivamente el crecimiento vegetal. Sin embargo, actualmente está tomando 
fuerza la designación PGP (Plant Growth Promoting) para poder incluir a los 
hongos y otros microorganismos afines a estas cualidades (Fuentes Ramirez 
2006). Existen múltiples formas de acción para los microorganismos promotores 
de crecimiento incluyendo la capacidad de fijar nitrógeno, solubilizar fosfatos, 
producir ácidos orgánicos que actúen como solubilizadores no solo de fósforo 
sino de otros nutrientes, y producción de sustancias promotoras de crecimiento. 
De esta forma resulta difícil establecer una propiedad específica a un 
microorganismo que frente a una interacción en campo evidencia el 
favorecimiento del crecimiento vegetal, lo cual requerirá un estudio para 
establecer la verdadera relación causal.  
Algunos de los géneros más conocidos de  PGPR corresponden a Azospirillum, 
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, y Pseudomonas 
(Fuentes Ramirez 2006) pero en la actualidad se están descubriendo estas 
cualidades en un gran número de microorganismos  a los cuales se les atribuía 
otras propiedades cómo el control biológico (Avis et al. 2008) 
El papel promotor de crecimiento vegetal y aún más la capacidad de fijar 
nitrógeno y solubilizar fosfato convierte a los microorganismos en una fuente de 
gran valor potencial para la formulación de productos capaces de mejorar suelos 
de cultivo, disminuir la contaminación ambiental asociada al uso de fertilizantes 
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químicos y mejorar rendimientos de producción. Aún así el proceso exploratorio 
destinado a encontrar nuevos fertilizantes requiere de un estudio minucioso  y de 
múltiples pruebas de campo porque pocas veces microorganismos que 
evidencian sus capacidades a nivel de laboratorio logran tener un impacto 
positivo considerable al ser aplicados en los cultivos (Fuentes Ramirez 2006) 
 
El término biofertilizante aplica para un producto que contiene microorganismos 
vivos, los cuales pueden ejercer efectos benéficos directos o indirectos sobre el 
crecimiento de la planta y en cultivos en campo a través de diferentes 
mecanismos (Fuentes Ramirez 2006).  Para que un microorganismo pueda 
constituirse en un buen biofertilizante debe, adicionalmente, ser capaz de 
colonizar las raíces de las plantas para allí poder desarrollar todo su potencial 
benéfico. Las plantas liberan diferentes tipos de sustancias en las raíces que 
favorecen la colonización por parte de los microorganismos estableciéndose una 
relación simbiótica donde la planta brinda alimento a la bacteria u hongo  
mediante los compuestos que producen y los microorganismos ponen a 
disposición de la planta todo su arsenal enzimático a favor de la consecución y 
asimilación de nutrientes de difícil acceso. Los compuestos generados a nivel de 
la raíz de la planta incluyen azúcares, polisacáridos, aminoácidos, ácidos grasos, 
ácidos aromáticos, ácidos alifáticos, esteroles, compuestos fenólicos, enzimas, 
proteínas, reguladores de crecimiento para la planta y metabolitos secundarios 
(Badri et al. 2009) 
 
1.1.4 Penicillium janthinellum. Características generales. 
Penicillium janthinellum es un hongo que pertenece al dominio eucariota, al reino 
fungi,  a la división Ascomycota, al orden Eutoriales, y  a la familia 
Trichocomaceae (Houbraken y Samson 2011). A este hongo se le han descrito 
múltiples cualidades biotecnológicas entre las que se encuentran la producción de 
enzimas tales como celulasas, xilanasas y proteasas, entre otras,  involucradas 
en procesos de descomposición de materia orgánica como residuos de procesos 
agrícolas e industriales(Adsul et al. 2007, Oliveira et al. 2006,Gao et al. 2000,  
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Yokoyama et al. 1975). Por otra parte, y a nivel agrícola Penicillium janthinellum 
se ha encontrado vinculado a la rizosfera de múltiples cultivos y a partir de 
aislamientos, se ha descrito su potencial como solubilizador de fosfatos y ha sido 
evaluado en diversos  cultivos como biofertilizante , (Scervino et al. 2010, Wakelin 
et al. 2007, Ñústez y Acevedo 2005, Pandey et al. 2001). De igual forma y en 
interacción con la planta se han encontrado cepas endófitas de este hongo que 
han sido vinculadas con diferentes estudios que incluyen no solo su relación con 
la planta sino la búsqueda de compuestos de interés biotecnológico ( Vega et al. 
2006, Xue et al. 2006,  Marinho et al. 2005). Aunque en las bases de datos 
genómicas y metabolómicas aparece información sobre muchas cualidades 
bioquímicas de Penicillium janthinellum ninguna de ellas ha sido asociada 
directamente a la promoción de crecimiento vegetal y el genoma de este hongo 
no ha sido dilucidado, de tal manera que permitiera hacer inferencias sobre su 
potencial promotor de crecimiento vegetal. 
1.1.5 Promoción del crecimiento vegetal. Sustancias reguladoras 
del crecimiento de las plantas.  
 
La promoción de crecimiento vegetal mediada por microorganismos involucran un 
gran número de mecanismos que usualmente son clasificados como métodos de 
promoción directos e indirectos. Los mecanismos directos involucran, 
principalmente, la fijación de nitrógeno, la solubilización de fosfatos y la 
producción de fitohormonas, mientras que los mecanismos indirectos están 
relacionados con el biocontrol, la resistencia sistémica inducida y la 
biorremediación.Dentro de los mecanismos de promoción directo las fitohormonas 
hacen alusión a compuestos que regulan de manera positiva el crecimiento de las 
plantas y aunque son producidas principalmente por ellas mismas existen muchos 
microorganismos capaces de producir estos compuestos (Lugtenberg y Kamilova 
2009). 
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El término de regulador de crecimiento vegetal es empleado para  compuestos 
sintetizados ya sea químicamente, o bien producidos por organismos diferentes 
de las plantas  o por ellas mismas que usados en concentraciones micromolares 
promueven, inhiben o modifican cualquier proceso fisiológico en las plantas.  
 
Auxinas 
Compuestos que se caracterizan por su capacidad para inducir la elongación de 
las células de brotes y la diferenciación celular en las plantas. Son compuestos 
ácidos o derivados de estos, que tienen un grupo carboxilo unido a otro grupo 
carbonado, generalmente -CH2-, que a su vez está conectado a un anillo 
aromático. El ácido indolacético (AIA) tiene una estructura químicamente similar 
al triptófano y es sintetizado a partir de éste compuesto. El AIA es el compuesto 
del tipo de las auxinas más conocido sin embargo, las plantas contienen otros 
tres compuestos estructuralmente similares al AL4 (ácido 4-cloroindolacético, 
ácido fenilacético (MA) y ácido indolbutírico (AIB)) que provocan algunos efectos 
similares (Volke 1995). Figura 1-1.  
 
Figura 1-1. Estructura química de las auxinas (Volke 1995) 
 
 
 
Giberelinas 
Las giberelinas son compuestos isoprenoides, que tienen un esqueleto de 
giberelano y que estimulan la división o la elongación celular, o ambas. 
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Específicamente, son diterpenos sintetizados a partir de unidades de acetato de 
acetil coenzima A (acetil COA) por la ruta del ácido mevalónico. Todas las 
giberelinas son acídicas y contienen 19 o 20 átomos de carbono agrupados en 
cuatro o cinco sistemas de anillos, tienen un grupo carboxilo unido al carbono 7, y 
algunas en el carbono 4, así todas son llamadas ácidos giberélicos (AG), pero 
con un diferente subíndice para distinguirlas entre ellas. En general, las 
giberelinas que contienen 19 átomos de carbono son más activas que las que 
contienen 20 carbonos (Volke 1995). Figura 1- 2. 
 
Figura 1- 2. Estructura química del ácido giberélico (Volke 1995) 
 
 
 
Citoquininas 
Son compuestos sustituidos de adenina (con un anillo de purina) que promueven 
la división celular (citoquinésis) en tejidos vasculares. Se encuentran también 
como constituyentes de ciertas moléculas de RNA en muchos tipos de 
organismos. Las citoquininas más comunes en las plantas son la zeatina y la 
ribosil zeatina. Las citoquininas también se encuentran como ribósidos y ribotidos. 
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La biosíntesis de citoquininas es a través de una modificación química de la 
adenina (Volke 1995). Figura1- 3. 
 
Figura 1- 3. Estructura química de las citoquininas (Volke 1995) 
 
 
 
Otros reguladores de crecimiento vegetal 
 
Etileno 
El gas etileno es sintetizado a partir de la metionina en muchos tejidos vegetales 
como respuesta al estrés. En investigaciones recientes se ha descubierto que el 
etileno es derivado a partir de los carbono 3 y 4 de la metionina. Es un compuesto 
no esencial para el crecimiento vegetativo normal, ha sido considerado por mucho 
tiempo como la hormona de la madurez y el envejecimiento, pero su papel en los 
tejidos vegetales es mucho más amplio y diverso (Volke 1995). 
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Ácido abscísico (ABA) 
 
Es una hormona que da la señal que indica que los organos están sometidos a 
estrés fisiológico. Generalmente causa respuestas que ayudan a la planta a 
protegerse contra estas situaciones. Este también ayuda a que se lleve a cabo 
normalmente la embriogésis y a la formación protemas de almacenamiento en las 
semillas, además previene la germinación o crecimiento prematuros en muchas 
semillas. 
El ABA es un sesquíterpenoide de I5 carbonos sintetizado una parte en los 
cloroplastos y otra en plástidos por la ruta del ácido mevalónico (Volke 1995). 
  
Ácido jasmónico 
El ácido jasmónico se han encontrado en diferentes especies  y en el aceite 
esencial de jazmín como inhibidor del crecimiento vegetal y como promotor de la 
senescencia Los jasmonatos han sido encontrados en 150 familias y 206 
especies (incluyendo hongos, musgos y helechos). Estos compuestos se forman 
biosintéticamente a partir del ácido linolénico libre, probablemente como resultado 
de la acción de la enzima lipoxigenasa. Se ha demostrado que los jasmonatos 
inhiben el crecimiento de ciertas partes de la planta y promueve la senescencia 
de hojas (Volke 1995) 
 
La biosíntesis de los principales compuestos promotores de crecimiento aparece 
resumida en la figura 1-4. 
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Figura 1- 4. Biosíntesis de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal (Fukuda 
H 2004)  
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1.2 Problema de investigación. 
1.2.1  Objetivo General 
 
Evaluar el efecto como promotor de crecimiento de Penicillium  janthinellum sobre 
la planta de arroz (Oryza sativa). 
1.2.2  Objetivos Específicos 
 
 Establecer las condiciones del sistema de interacción planta- microorganismo 
entre Penicillium janthinellum y la planta de arroz (Oryza sativa) que permitan 
estudiar los efectos de promoción de crecimiento. 
 
 Monitorear propiedades biométricas de tratamientos control y plantas de arroz 
inoculadas con Penicillium janthinellum. 
 
 Estandarizar la metodología para la cuantificación de  compuestos promotores 
de crecimiento presentes en los exudados de raíces de plántulas durante su 
crecimiento in vitro.  
 
1.2.3  Hipótesis 
 
Penicillium janthinellum,  en un sistema de interacción con la planta de arroz, 
favorece la producción, en los exudados de las raíces, de compuestos 
promotores de crecimiento vegetal tales como giberelinas, auxinas y citoquininas.   
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1.2.4 Planteamiento del Problema 
 
Dentro de los múltiples sectores económicos actuales, la agricultura sigue siendo 
uno de los prioritarios, ya que soporta las necesidades  nutricionales de toda la 
población mundial  y favorece el desarrollo y sostenimiento de millones de 
familias. De esta forma, serán constantes los esfuerzos por mejorar las prácticas 
agrícolas con la intención de obtener mayores rendimientos de cosecha, 
aprovechamiento de recursos, disminución de costos y  fortalecimiento de  
procesos amigables con el medio ambiente. 
A pesar de la gran variedad de cultivos existentes  algunos de ellos cuentan con 
un impacto mayor sobre la población mundial, dadas sus propiedades 
nutricionales, facilidades de acceso, áreas de siembra y tendencias de consumo.  
El cultivo de arroz representa el segundo cereal con mayores extensiones de 
campo sembradas a nivel mundial después del trigo pero su valor nutricional, 
referido a su  aporte calórico, es mayor al de cualquier otro cultivo de cereales.  
Según el reporte de seguimiento del mercado del arroz de diciembre de 2009 de 
la FAO, la producción mundial de arroz  en ese año alcanzó una producción de 
678 millones de toneladas siendo los países asiáticos los principales productores 
mundiales. Colombia aporta aproximadamente el 1% de la producción mundial 
arrocera constituyéndose como el país productivo  número  21 a nivel global y en 
América se encuentra en tercer lugar después de Brasil  y Estados Unidos. 
En Colombia cerca de 500000 familias es decir que alrededor de 2 millones de 
colombianos viven de la siembra de arroz (2010) y la mayor producción se da en 
los departamentos de Tolima, Meta y Casanare.  
 
Para favorecer el crecimiento de cualquier tipo de planta son necesarias ciertas 
condiciones ambientales y nutricionales, que propician tratamientos específicos a 
nivel de cultivo que generalmente carecen de la orientación necesaria para evitar 
el deterioro del suelo de siembra y la contaminación de los ecosistemas aledaños 
a las áreas de cultivo.  En el caso del arroz, sus requerimientos de producción 
incluyen gran cantidad de nitrógeno y fósforo disponibles y por ello 
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tradicionalmente se han venido tratando los suelos con fertilizantes que al ser 
adicionados en cantidades excesivas originan, por interacciones específicas con 
la matriz física del suelo, indisponibilidad de los nutrientes requeridos por las 
plantas incluyendo aquellos nutrientes que hacen parte de la formulación esencial 
del fertilizante, es decir, que se obtienen suelos con gran cantidad de nitrógeno y 
fósforo pero de disponibilidad limitada para las plantas. En razón de esta situación 
y debido a que las fuentes de obtención de fósforo utilizado para la elaboración 
de fertilizantes no son renovables se ha venido utilizando desde hace varios años 
estrategias de aprovechamiento de los nutrientes presentes en el suelo para 
beneficio de los cultivos. De esta forma aquellos microorganismos que 
adicionados al suelo de forma intencional favorecen el aprovechamiento de los 
nutrientes, específicamente el nitrógeno y el fósforo comenzaron a ser tenidos en 
cuenta como biofertilizantes y su uso se ha venido incrementando en razón de los 
múltiples beneficios que incluyen no solamente la fijación de nitrógeno ambiental 
y solubilización de fosfatos a partir de compuestos insolubles sino que también se 
asocian en casos particulares al control de plagas y a la producción de 
compuestos  promotores de crecimiento vegetal.  
 
El uso de biofertilizantes y la aplicación de productos de origen biológico en el 
suelo requieren de un conocimiento adecuado de los microorganismos 
involucrados en el proceso y de formulaciones propicias para mantener viable su 
presencia y actividad en campo, por ello se hace necesario que los inóculos 
microbianos adicionados al suelo hagan parte de productos que provengan de un 
estudio científico y un adecuado proceso de fabricación que garanticen  sus 
beneficios y permitan valorar su impacto de aplicación.  Actualmente se 
comercializa gran variedad de biofertilizantes y el éxito de su uso depende no 
solo de su formulación sino también de las pruebas de campo y del adecuado 
asesoramiento de los agricultores para la aplicación del producto en sus cultivos.  
Biocultivos S.A es una empresa colombiana productora de  biofertilizantes que ha 
adelantado estudios de campo, especialmente en cultivos de arroz,  que 
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comprueban el efecto benéfico de la aplicación de  sus productos. Los 
microorganismos base de la formulación de los biofertilizantes de Biocultivos S.A 
corresponden  a microorganismos fijadores de nitrógeno o solubilizadores de 
fosfato dependiendo del producto en particular.   
 
Penicillium janthinellum  es un hongo solubilizador de fosfatos que hace parte de 
la formulación de los productos Fosfobiol SW y  Fosfobiol SC  de Biocultivos S.A 
y su capacidad solubilizadora de fosfatos ha sido evaluada, así como la 
producción de diferentes ácidos inorgánicos involucrados en la solubilización de 
sales de fosfato (Scervino et al. 2010). De igual forma la aplicación de este 
producto en más de 80000 hectáreas de cultivos han permitido observar un 
crecimiento mayor de las plantas sembradas en los suelos tratados con el 
biofertilizante comparadas con plantas producidas bajo tratamientos 
convencionales de cultivo. 
 
El objeto del presente trabajo es evaluar el papel de Penicillium janthinellum  
como promotor de crecimiento de plantas de arroz en un sistema hidropónico que 
facilite la interacción del hongo con la planta y la fácil recuperación de exudados 
de las raíces para determinar el contenido de compuestos promotores de 
crecimiento vegetal.  
 
  
Capítulo 2. Interacción planta 
microorganismo, estandarización del modelo. 
 
 
2.1 Interacción planta- microorganismo. Sistemas de 
estudio de la interacción.  
 
El suelo pensado como un ecosistema terrestre sirve como soporte nutricional 
para los múltiples organismos  que   alberga, y estos organismos, a su vez, 
establecen interacciones particulares que pueden facilitar o dificultar la 
supervivencia y desarrollo de cada uno de ellos dadas sus capacidades de 
adaptabilidad funcional y comunitaria. Teniendo como punto de partida esta 
premisa, desde hace varios años, se ha venido estudiando a nivel ecológico 
aquellas interacciones particulares que favorecen el crecimiento de las plantas y 
que involucran como tal una relación tácita entre planta, suelo y microorganismos. 
La complejidad del suelo como fuente nutricional para las plantas y los 
microorganismos va mucho más allá de la presencia o ausencia de compuestos 
determinados e involucra un gran número de interacciones físicas dadas entre el 
suelo como matriz y las moléculas que en él se encuentran. Además existen 
relaciones de coexistencia entre las plantas y los microorganismos del suelo que 
enmarcan relaciones químicas y estas, a su vez, se ven involucradas en 
relaciones neutrales, simbióticas o perjudiciales entre planta y microorganismos. 
(Shtark et al. 2010).  
La rizosfera como microambiente del suelo posee una mayor cantidad de 
microorganismos que las zonas de suelo circundantes carentes de plantas  y esto 
se debe principalmente a la producción de exudados radiculares que sirven como 
fuente de nutrientes para los microorganismos que allí habitan (Lugtenberg y 
Kamilova 2009). De forma adicional muchos de los microorganismos que se ven 
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beneficiados por la producción de exudados radiculares también benefician a la 
planta facilitando la adquisición de nutrientes minerales, produciendo 
fitohormonas, degradando compuestos fitotóxicos, ejerciendo biocontrol contra 
patógenos o activando una respuesta sistémica inducida en las plantas. 
(Compant et al. 2010, Dutta y Podile 2010, Haichar et al. 2008). 
La caracterización de exudados de las raíces de las plantas, así como la 
influencia que ellos puedan tener sobre los microorganismos pertenecientes a la 
rizosfera y viceversa, proporciona información importante en cuanto a la 
funcionalidad de los microorganismos promotores de crecimiento en el 
ecosistema, pero resultan difíciles de hacer in situ dadas las características del 
suelo como soporte, la difusión de las sustancias dentro del suelo, la difícil 
recuperación de los metabolitos producidos y la dificultad de atribuir los 
compuestos producidos a un organismo en particular o a un grupo de organismos 
de interés en proceso de interacción. Por esta razón se acude principalmente a 
cultivos hidropónicos para la caracterización de exudados de la raíz y para 
muchos estudios que los involucran en procesos de interacción planta – 
microorganismo. (Hao et al. 2007, Asao et al. 2003, Bacilio-Jiménez et al. 2003, 
Yoshitomi y Shann 2001, Fahraeus 1957).  
La ventaja de los cultivos hidropónicos en los sistemas de interacción planta – 
microorganismo se debe principalmente a su naturaleza líquida que permite 
obtener fácilmente los exudados de las raíces para su posterior caracterización. 
Aunque su uso pueda facilitar la comprensión de procesos particulares entre 
plantas y microorganismos con potencial promotor de crecimiento, los cultivos 
hidropónicos difícilmente logran representar completamente el suelo como 
ecosistema porque carecen de la estructura física que enmarca relaciones 
complejas de disposición de nutrientes, de ubicación de poblaciones y de 
relaciones antagónicas, simbióticas o parasíticas entre múltiples grupos de 
organismos.  
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 Conocidas estas limitaciones, se evalúan tres medios de cultivo hidropónicos 
como candidatos para hacer parte del estudio de Penicillium janthinellum como 
promotor de crecimiento de la planta de arroz (Oryza sativa), pero adicionalmente 
se establecen otras condiciones relacionadas al manejo del inóculo fúngico, 
estado vegetativo de los brotes previos al trasplante y condiciones de 
desinfección y germinación de las semillas.  
Por otra parte los datos obtenidos en el desarrollo experimental pertinente a este 
capítulo, pretenden brindar la información necesaria para establecer un sistema 
que permita el crecimiento y supervivencia conjunta de Penicillium janthinellum y 
la planta de arroz y que maneje los principios prácticos de los cultivos 
hidropónicos para la recuperación de exudados radiculares.    
   
 
2.2  Materiales y métodos. 
2.2.1 Material biológico. 
Las semillas de  arroz utilizadas en el ensayo correspondieron  a la variedad 
Paddy Fedearroz 733, certificada por la Federación Colombiana de arroceros 
que constituye una de las variedades más utilizadas dentro del gremio arrocero 
colombiano. La cepa de  Penicillium janthinellum  FP010 fue proporcionada por el 
laboratorio de Bioinsumos del Instituto de Biotecnología de la Universidad 
Nacional de Colombia (IBUN) y corresponde al ingrediente activo de los 
productos Fosfobiol SW y  Fosfobiol SC  comercializados por la empresa 
Biocultivos S.A. 
2.2.2 Inóculo fúngico. 
Para la realización de cada uno de los ensayos contemplados en el presente 
trabajo se utilizaron soluciones de propágulos del hongo Penicillium janthinellum 
que se obtuvieron a partir del raspado del micelio del hongo después de haber 
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crecido en el medio PDA  durante 5 días, cuando se observaba una coloración 
verde oscura característica del hongo en estado esporulado. Una vez, hecho el 
raspado del hongo en seco, estos propágulos se adicionaron a 5 ml de solución 
salina al 0.85%,  con Tween 80 al 1%, hasta obtener una solución verde oscura 
atribuible a un alto contenido de conidias en solución. A partir de la solución 
concentrada de propágulos se realizaron diluciones seriadas con un factor de 
dilución 1 en 2 y se midió la absorbancia a 600 nm, utilizando el 
espectrofotómetro GENESYS 10S UV-VIS,   de cada una de las soluciones hasta 
hallar una solución cuya lectura de absorbancia  estuviera en un rango entre 0.5 y 
0.7 correspondiente a una concentración aproximada de 5x107 conidias/ml de 
acuerdo a la estandarización del inóculo hecha en el laboratorio, en la que se 
realizó en múltiples ocasiones este procedimiento. A partir de esta solución se 
hicieron las diluciones necesarias para obtener la concentración de inóculo 
requerida para cada ensayo y de forma alterna, se verificó la concentración real 
del inóculo fúngico mediante la técnica de recuento en placa, en todos los 
ensayos realizados. 
2.2.3 Desinfección y germinación de las semillas. 
El proceso de esterilización superficial de las semillas, para todos los ensayos, se 
realizó sumergiendo las semillas  en una solución de hipoclorito al 5% por cuatro 
minutos, transcurrido el tiempo se descartó la solución de hipoclorito y las 
semillas se lavaban con agua estéril durante cuatro minutos más. Posteriormente, 
todas las semillas se pasaron a  alcohol al 70% y se dejaron allí por cuatro 
minutos, una vez cumplido el tiempo, se realizó un  lavado con agua destilada 
estéril donde las semillas duraron sumergidas, por última vez, durante cuatro 
minutos finales. El proceso de  germinación se llevó a cabo en agar agua al 1% 
por tres días. Al utilizar agar agua, para llevar a cabo el proceso de germinación, 
era posible identificar semillas contaminadas.  (P. Raja 2006) 
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2.2.4  Evaluación de medios de cultivo 
Tres medios de cultivo empleados usualmente como base para la realización de  
cultivos hidropónicos fueron usados en el proceso de evaluación. Los medios 
evaluados fueron: medio Murashige y Skoog. (Tabla 2.1), medio Fahraeus (Tabla 
2.2), y medio modificado de Hoagland (Tabla 2.3). (Kane et al. 2006, Lentini 1997, 
Fahraeus 1957,) 
 
Tabla 2-1 Composición del medio Murashige y Skoog (MyS) (Lentini 1997) 
Constituyente Concentración de las 
soluciones madre (g/L) 
Volumen de la solución 
madre por litro de medio 
Macros   
 
 
100 ml 
KNO3  19 
MgSO4.7H2O  3,7 
NH4NO3  16,5 
CaCl2.2H2O  4,4 
KH2PO4  1,7 
Micros   
 
 
10 ml 
MnSO4.H2O 1,69 
ZnSO4.7H2O 0,86 
H3BO3 0,62 
KI 0.083 
Na2MoO4.2H20 0.025 
CuSO4.5H2O 
10 ml de solucón 25 mg/100ml 
 
CoCl2.6H2O 
10 ml de solución 25 mg/100ml 
 
Fuente de hierro   
10 ml FeSO4.7H2O 0.00556 
Na2EDTA.2H2O 0.00746 
Vitaminas   
 
10 ml 
Inositol 10 
Nicotínico 0,05 
HCl-Piridoxina 0,05 
Glicina 0,2 
HCl-Tiamina 0,01 
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Tabla 2-2 Composición del medio Fahraeus. (Fahraeus 1957, Journet 2006) 
Constituyente Concentración (g/L) 
CaCl2 0.1 
MgSO4.7H2O 0.12 
KH2PO4 0.1 
Na2HPO4.7H2O 0.15 
citrato de hierro 0.005  
NH4NO3 0.080 
Mn, Cu, Zn, B,  trazas de Molibdeno; Ajustar pH 6.5. 
 
Tabla 2-3 Composición del medio Hoagland modificado. (Kane et al. 2006) 
Constituyente Concentración  (g/L) 
NH4H2PO4 2 mM 
KNO3  6 mM 
Ca(NO3)2·4H2O 4 mM 
MgSO4·7H2O 2 mM 
H3BO3 50 μM 
MnCl2·4H2O 10 μM 
ZnSO4·7H2O 7.6 μM 
CuSO4·5H2O 8 μM 
Na2MoO4 0.40 μM 
NaCl 0.10 mM 
NaEDTA 90 μM 
FeSO4·7H2O 89 μM 
 
La evaluación de los diferentes medios de cultivo se hizo en tres etapas: en la 
primera etapa se evaluó de manera independiente el medio de cultivo frente a la 
planta de arroz para observar la capacidad natural de la planta para crecer en 
cada medio, en la segunda etapa se evaluaron los medios de cultivo frente al 
hongo para observar la capacidad del hongo de crecer utilizando los nutrientes 
proporcionados por los medios y finalmente en la última etapa se eligió uno de los 
medios para evaluar de manera conjunta el crecimiento de la planta y el hongo y 
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así observar si los dos modelos biológicos tenían la capacidad de crecer en forma 
conjunta y si el hongo era capaz de colonizar las raíces de la planta. 
En los ensayos que aquí se describen no se evaluó promoción de crecimiento 
vegetal, el propósito de esta parte del trabajo fue establecer cual medio de cultivo 
era capaz de soportar en intima interacción a los dos modelos biológicos (planta y 
hongo) como base del sistema para la posterior evaluación de promoción de 
crecimiento de la planta de arroz mediada por Penicillium janthinellum. 
 2.2.4.1 Evaluación del crecimiento de las  plantas en el sistema.  
 
Los medios de cultivo fueron preparados de acuerdo las especificaciones 
presentadas anteriormente en las tablas 2-1,2-2 y 2-3. Un volumen de treinta 
mililitros de cada medio fue utilizado para realizar cada uno de los montajes.  
Las semillas de arroz empleadas fueron desinfectadas y germinadas de acuerdo 
al procedimiento descrito anteriormente en el numeral 2.2.3 y una vez 
transcurrido el tiempo de germinación fueron puestas en frascos de vidrio, de 4 
cm de diámetro por 15 cm de alto, que contenían el medio de cultivo estéril y un 
fragmento de espuma de 1cm de grosor que sirvió de soporte para el crecimiento 
de las plantas. Una vez puestas las semillas germinadas dentro del sistema se 
sellaron utilizando papel aluminio y parafilm para obtener un montaje final como el 
que se presenta en la figura 2-5. Todos los montajes se realizaron con materiales 
esterilizados, en cabina de flujo laminar.  
Para el desarrollo del ensayo, se pusieron en marcha 7 sistemas que sirvieron 
como réplicas para  la evaluación de cada medio de cultivo, completando así un 
total de 21 montajes. Del mismo modo se hicieron 2 repeticiones en el tiempo 
como parte del diseño experimental. Todos los frascos de vidrio fueron llevados a 
un cuarto de incubación con condiciones controladas, con temperatura cercana a 
23 ºC y luz natural, dentro del Instituto de Biotecnología de la Universidad 
Nacional de Colombia, durante 10 días y pasado este tiempo fueron recolectadas 
las plantas a las que se les midió tanto la longitud de cada planta como la de su 
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respectiva raíz principal, los datos obtenidos fueron analizados de manera 
conjunta para las dos repeticiones obteniéndose un número de 11 réplicas por 
tratamiento y la interpretación obtenida tuvo un carácter descriptivo que no 
pretendía identificar promoción de crecimiento sino como criterio para la elección 
del medio de cultivo para próximos ensayos.   
Figura 2- 5. Modelo de interacción planta microorganismo utilizado en los ensayos. 
 
 2.2.4.2 Evaluación del crecimiento del hongo frente a los medios de 
cultivo. 
Para realizar la evaluación del crecimiento del hongo en los tres medios de cultivo 
fue necesario suplementar cada medio con sacarosa al 2% ya que carecían de la 
fuente de carbono necesaria para el crecimiento del hongo.  
líquido 
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Nueve matraces de 500 ml con un volumen de 350 ml de medio, es decir, 3 
matraces para cada medio fueron inoculados con una suspensión de conidias del 
hongo  de 1,6 x101  conidias/ml y fueron incubados durante 10 días a 30 ± 1°C. Al 
final del periodo de incubación se procedió a hacer medición del peso seco de 
cada uno de los matraces para hacer una cuantificación directa de la biomasa 
fúngica. Adicionalmente se midió el pH de cada uno de los medios.  
 2.2.4.3 Evaluación conjunta de crecimiento Planta-hongo dentro del 
sistema. 
A partir de los resultados obtenidos en las dos etapas anteriores de evaluación de 
los medios de cultivo se empleó el medio Fahraeus para realizar la evaluación 
conjunta de la planta y el hongo en un mismo sistema.  Para esta etapa de 
evaluación se emplearon tres soluciones de conidias de Penicillium janthinellum 
con concentraciones de 1x101, 1x103 y 1x105 conidias /ml. Cada solución  de 
conidias fue evaluada en 9 plantas para completar un total de 27 plantas  y se 
observó de manera cualitativa la supervivencia de las plantas y la capacidad del 
hongo de colonizar la raíz. 
Para hacer la inoculación de las soluciones de conidias, se sumergieron las 
semillas germinadas en las diferentes soluciones, de acuerdo al tratamiento 
correspondiente  para cada planta, durante un periodo de 20 minutos antes de ser 
puestas en el sistema con el medio de cultivo (P. Raja 2006). El sistema de 
interacción planta hongo corresponde al mostrado en la figura 2.5. Una vez 
hechos los montajes se llevaron a un sitio adecuado para los ensayos, con control 
de temperatura y humedad, ubicado dentro del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Nacional de Colombia durante un periodo de 10 días.  
La evaluación de la colonización del hongo sobre la raíz de las plantas se hizo 
cortando fragmentos de raíz y colocándolos directamente sobre medio PDA. Las 
cajas  con el medio se incubaron durante 3 días a 30 ± 1°C y pasado ese tiempo 
se observó el crecimiento del hongo sobre los fragmentos de raíz.  En este 
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ensayo solo se evaluó la capacidad colonizadora y no la propiedad endófita del 
hongo que hubiera requerido mayor porción de raíz en cada muestreo y 
procedimientos adicionales de esterilización superficial.  
Vale la pena mencionar que los tres medios de cultivo líquido a evaluar en esta 
etapa del ensayo no estaban suplementados con ningún azúcar ya que se 
pretendía observar si los exudados producidos por las raíces eran capaces de 
brindar la fuente de carbono necesaria para el crecimiento del hongo. 
 
2.3 Resultados y análisis de resultados. 
2.3.1 Desinfección y germinación de las semillas. 
El procedimiento de desinfección y germinación fue evaluado utilizando 488 
semillas de la variedad Paddy Fedearroz 733 que corresponde a la variedad 
utilizada para todos los ensayos. Los resultados de esta evaluación parecen 
resumidos en la tabla  2-4.  
Tabla 2-4 Resultados de la evaluación del procedimiento de desinfección y 
germinación de semillas 
Característica 
Número de 
semillas 
Porcentaje (%) 
No germinadas libres de 
contaminación 
96 19.67 
No germinadas 
contaminadas 
7 1.43 
Germinadas 
contaminadas 
9 1.84 
Germinadas libres de 
contaminación 
376 77.049 
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En este ensayo se puede observar que el procedimiento, de limpieza y 
desinfección, utilizado permite un porcentaje significativo de germinación y que el 
total de semillas contaminadas es muy bajo con un total de 16 semillas de las 488 
semillas evaluadas. De igual forma, el porcentaje total de semillas no germinadas 
fue del 21.1% lo que permite interpretar que el procedimiento no afecta 
considerablemente la germinación de las semillas y adicionalmente proporciona 
gran efectividad para atenuar la contaminación que pudiera afectar los ensayos 
por causa de microorganismos ubicados a nivel superficial de la semilla. 
 
Por otra parte el ensayo de germinación permitió observar gran variabilidad de las 
semillas en cuanto a su estadio de desarrollo con respecto al tiempo de 
germinación, por lo que se recomienda, cada vez que se pretenda montar un 
ensayo a partir de semillas germinadas,  duplicar o triplicar el número de semillas 
a germinar con relación al que se necesita y así partir de material biológico de 
características homogéneas, para que no se presente gran incidencia sobre los 
resultados de cada ensayo. 
 
Debido a que las semillas germinadas tienen el propósito de ser trasplantadas de 
forma posterior para la realización de ensayos futuros, es recomendable 
establecer las características básicas que deben tener los nuevos brotes de tal 
forma que no resulten muy débiles para soportar el trasplante ni tampoco 
presenten ventajas de crecimiento con respecto a los otros brotes del mismo lote 
de germinación. Por esta razón se recomienda utilizar las semillas en un estadio 
de germinación donde haya emergido el prófilo u hoja primaria a partir del 
coleóptilo y ya haya surgido la raíz seminal a partir de la semilla (Gibbons 2003). 
En la figura 2-6 aparecen algunas características de las semillas de arroz 
germinadas en el laboratorio que sirven como guía para la elección de brotes 
para nuevos ensayos. En la parte superior izquierda y derecha de la figura se 
observan estadios de la semilla germinada considerados óptimos para ser 
utilizados posteriormente y en la parte inferior de la figura aparecen dos 
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fotografías de las semillas germinadas para observar la variabilidad que puede 
existir entre las mismas semillas de un mismo lote de germinación. 
 
 
Figura 2- 6. Semillas de arroz germinadas en el laboratorio. 
 
En la figura 2-6 se puede observar en la sección A un esquema gráfico del estado en que debe estar la semilla germinada 
para el desarrollo de los ensayos. En la sección B se observa  una semilla germinada en el laboratorio que presenta un 
estadio de desarrollo ideal par a ser utilizada en los ensayos, y en las figuras C y D se muestran semillas germinadas para 
observar la variabilidad que puede presentar un mismo lote. 
2.3.2 Evaluación de medios de cultivo 
 
 2.3.2.1 Evaluación del crecimiento de las  plantas en el sistema. 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
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Un total de 11 plantas, de las 14 plantas posibles de medir para cada medio en 
las dos réplicas del ensayo, fueron empleadas en el proceso de evaluación de los 
medios de cultivo y se analizaron los datos de forma conjunta para las dos 
réplicas en todos los tratamientos. Para todos los medios la distribución de los 
datos fue normal  y en el caso del medio Fahraeus la media de longitud de  las 
planta fue de 18 cm con una desviación estándar de 6.562 y de raíz de 10.3 cm 
con desviación estándar de 3.498 mientras que para el medio MyS la media de 
longitud de planta fue de 11cm con desviación estándar de 4.643  y de raíz de 7.5 
cm con 1.982 de desviación estándar. En el caso del medio Hoagland el valor 
medio de la longitud de las plantas fue de 8cm y su desviación estándar fue de 
3.284  y en el caso de la medición de la raíces la media fue de  2.8cm con una 
desviación estándar de 1.689. Estos datos aparecen expresados gráficamente en 
las figuras 2-7 y 2-8. 
 
Figura 2-7 Medición  de  la longitud de plantas en el ensayo de evaluación de 
medios de cultivo 
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Figura 2-8  Medición de longitud de raíz en el ensayo de evaluación de medios de 
cultivo 
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Una vez analizados de forma descriptiva los datos se procedió a hacer una 
prueba ANOVA para establecer si había diferencia entre los datos obtenidos para 
los diferentes medios de cultivo  evaluados. En este caso se hizo una prueba 
ANOVA para comparar la longitud de las plantas y otra para medir la longitud de 
las raíces. En las dos pruebas ANOVA se obtuvo que si hubo diferencia 
significativas entre los tratamientos con un valor p= 0.0008    para las plantas y un 
valor p= 0.0015 para las raíces. Posterior al análisis de varianza se hizo el test de 
Tukey de comparación múltiple para establecer cuáles de los tratamientos eran 
diferentes entre sí. Como resultado del test de Tukey se obtuvo que para el caso 
de las plantas, los datos obtenidos empleando el medio Fahraeus eran diferentes 
comparados con los otros dos medios y en el caso de las raíces el medio 
Hoagland era diferente comparado con los otros dos medios. La relación de 
diferencias entre los tratamientos aparecen designados por letras en las figuras 2-
7 y 2-8.  
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 2.3.2.2 Evaluación del crecimiento del hongo frente a los medios de 
cultivo. 
Dada la característica del hongo de crecer formando agregados en medio líquido, 
como se puede observar en la figura 2-9, se acudió al método de peso seco para 
valorar la biomasa fúngica producida en los diferentes medios. En este caso se 
tuvo en cuenta, además de la biomasa en miligramos producida, el pH del medio 
como criterios de selección del medio a utilizar en los ensayos posteriores.  Los 
resultados obtenidos en este ensayo aparecen resumidos en la tabla 2-5. 
 
Figura 2-9 Crecimiento característico de Penicillium janthinellum en los tres 
medios de cultivo líquidos evaluados 
 
En la figura 2-9 se puede observar en el recuadro A, el crecimiento del hongo en los tres medios evaluados. En los 
recuadros B, C y D se observa el crecimiento del hongo en los medios Hoagland, MyS y Fahraeus respectivamente 
 
B 
C D 
A 
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Tabla 2-5 Resultados de los valores promedio de Biomasa y pH obtenidos en la 
evaluación del crecimiento de Penicillium janthinellum en los medios de cultivo 
 
Medio de cultivo pH inicial  pH final Peso seco 
MyS 4.84 2.52 0.9477mg/ml 
Fahraeus 6.23 4.23 0.2757mg ml 
Hoagland 5.39 4.99 0.1191 mg/ml 
 
En este ensayo se pudo observar que el medio de cultivo MyS suplementado con 
sacarosa al 2% facilitó un mayor crecimiento del  hongo comparado con respecto 
a los otros dos medios y adicionalmente acidificó más su pH disminuyendo un 
valor de 2.32 en la escala de pH, obteniéndose un descenso de pH mayor, 
comparado frente al medio Fahraeus que disminuyó 2 unidades y el medio 
Hoagland que disminuyó tan solo 0.4 unidades en la escala de pH. 
Todos los medios de cultivo permitieron crecer tanto al hongo como a la planta en 
forma individual, lo que permitiría proponer a cualquiera de ellos como candidatos 
para ser utilizados en estudios posteriores. Sin embargo el medio Fahraeus 
presentó un mejor perfil en el crecimiento de las plantas y permitió un crecimiento 
del hongo y un descenso de pH intermedio frente a los otros dos medios. El 
hecho de elegir un medio que permita un crecimiento controlado y un descenso 
de pH controlado puede favorecer el crecimiento conjunto de la planta y el hongo 
en la medida en que se puede establecer una relación menos competitiva entre 
los dos organismos. De igual forma, aunque el medio Hoagland obtuvo valores de 
crecimiento del hongo menores y un descenso de pH insignificante frente a los 
demás medios, también fue el medio que proporcionó un menor valor medio de 
crecimiento en plantas y raíces por lo que se decidió no utilizarlo en los ensayos 
posteriores. El medio MyS no mostró una diferencia significativa frente al medio 
Fahraeus en cuanto a la longitud de las raíces se refiere, pero si mostró un valor 
medio menor en la longitud de plantas. De igual forma también permitió un mayor 
crecimiento del hongo y mayor acidificación de sí mismo después del periodo de 
incubación cuando el hongo fue inoculado. Por estas razones se propone al 
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medio Fahraeus para ser utilizado en los estudios posteriores a realizarse para 
evaluar la promoción de crecimiento de la planta de arroz por parte de Penicillium 
janthinellum.     
 2.3.2.3 Evaluación conjunta de crecimiento Planta-hongo dentro del 
sistema. 
 
La  temperatura y humedad relativa del espacio físico donde crecieron las plantas 
de manera conjunta con el hongo fueron medidas dos veces al día  durante todo 
el tiempo que duró el ensayo. El valor de temperatura media durante este tiempo 
fue de  23.86 °C, el valor máximo fue de  40°C y el mínimo de 15°C. En el caso 
de la humedad relativa el valor promedio fue de  50.74 % con una Humedad 
Relativa Máxima de 90% y una humedad mínima del 34%. 
Una vez transcurrido el tiempo del ensayo se retiraron los montajes y se contó el 
número total de plantas que habían crecido y a partir de ellas se tomaron 
fragmentos de raíz para observar la colonización del hongo haciendo una 
valoración cualitativa del crecimiento del hongo sobre las raíces puestas sobre el  
medio PDA. Los resultados obtenidos a partir de este ensayo aparecen 
resumidos en la tabla 2-6 y en la figura 2-10. 
 
Tabla 2-6 Resultados del ensayo de crecimiento conjunto de  la planta de arroz y 
Penicillium janthinellum. 
 
Concentración del 
hongo 
(conidias/ml) 
Número de 
montajes 
realizados 
Número de plantas 
que crecieron 
Número de plantas 
colonizadas. 
1x101 9 7 5 
1x103  9 6 6 
1x105 9 7 7 
  
 
Capítulo 2 35 
 
 
 
Figura 2-10 Evaluación de medios de cultivo.  Crecimiento conjunto Planta - hongo 
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Como parte del registro fotográfico, se muestra en la parte superior de la figura 2-
11 el crecimiento de las plantas de arroz junto con el hongo dentro del mismo 
sistema. En la parte inferior de la figura se muestran algunas de las pruebas de 
colonización hechas para las diferentes concentraciones de hongo inoculadas 
donde se puede observar el crecimiento del hongo sobre y alrededor de las raíces 
puestas en el medio PDA. 
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Figura 2-11 Crecimiento de las plantas de arroz en interacción con el hongo y 
prueba de colonización del hongo sobre las raíces de la planta de arroz.  
 
En la parte superior de la figura 2-11 se  muestran en los recuadros A, B y C el crecimiento de las plantas después de 
haber sido inoculadas con soluciones de conidias de 1 x 10
1
 , 1 x 10
3 
y 1 x 10
5 
conidias ml
-1 
respectivamente. En los 
recuadros inferiores (D, E y F) se muestran los ensayos de colonización respectivos para cada uno de los tratamientos.  
 
En el ensayo de crecimiento conjunto entre la planta de arroz y el hongo 
Penicillium janthinellum se pudo observar que en todas las concentraciones 
inoculadas del hongo, hubo un porcentaje significativo de plantas que crecieron y 
de igual forma un buen porcentaje de colonización, estos porcentajes fueron 
calculados teniendo en cuenta el número de plantas sembradas como el total 
(100%). En el ensayo en que se aplicó el inóculo con concentración más baja del 
hongo correspondiente a 1x101 conidias/ml se presentó un 77.7% de 
supervivencia de las plantas, al igual que en la mayor concentración donde el 
inóculo fue de 1x105 espora/ml. En el caso de la concentración intermedia 
correspondiente a 1x103 conidias/ml la supervivencia fue menor con un valor del 
66%, por lo que se puede decir que es muy probable que la supervivencia de las 
plantas, en este ensayo, se deba principalmente a su variabilidad biológica 
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C 
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Capítulo 2 37 
 
 
 
intrínseca más que a la concentración del hongo aplicada. Sin embargo para 
estudios posteriores deberá ser necesario incluir un control sin inóculo para 
corroborar esta afirmación. 
 
Por otra parte se observó que en las plantas inoculadas con la menor 
concentración del hongo no se alcanzó el 100% de colonización de la raíces de 
las plantas sobrevivientes y el porcentaje alcanzado fue de 70.7%. Por esta razón 
se recomienda que al realizar las pruebas posteriores se utilicé un inóculo fúngico 
mayor a 1x102 conidias/ml.  
 
Dadas las características de inoculación del hongo, basada en la inmersión de 
semillas germinadas, no es posible asegurar que la concentración del hongo 
inoculada sea exactamente la misma que la concentración de conidias presente 
en las soluciones, pero si se pudo establecerse la concentración de conidias  que 
debe estar presente en la solución para permitir la colonización de las plantas por 
parte del hongo  en futuros estudios.  
 
A nivel general se puede decir que los ensayos  realizados con el fin de 
establecer las condiciones del sistema para el crecimiento de la planta de arroz 
(Oryza sativa) y Penicillium janthinellum permitieron no solamente escoger el 
medio de cultivo  a utilizar, sino que se pudo establecer el estado fisiológico en 
que deben estar las semillas germinadas para realizar los montajes, la 
concentración de conidias a inocular para garantizar altos porcentajes de 
colonización y se pudo ver que las condiciones ambientales, presentes en el lugar 
designado para realizar los ensayos dentro del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad de Colombia, permiten el crecimiento conjunto de la planta y el 
hongo. 
De este mismo modo se puede decir que el sistema de interacción planta-hongo 
es adecuado porque permite el crecimiento del hongo y la planta en forma 
conjunta, permite la colonización del hongo y al tener naturaleza líquida permite la 
recolección de exudados de las raíces disueltos en el medio de cultivo.     
  
Capítulo 3. Penicillium janthinellum,  Estudios 
de solubilización de fosfatos y producción de 
compuestos promotores de crecimiento. 
 
3.1  Solubilización de fosfatos y producción de 
compuestos promotores de crecimiento.  
 
Desde hace varios años se viene mencionando la importancia de los 
microorganismos promotores de crecimiento y su impacto benéfico al ser 
aplicados en suelos con disponibilidad limitada de nutrientes para las plantas 
(Miransari 2011). Dentro de los muchos microorganismos promotores de 
crecimiento vegetal son las bacterias las más estudiadas, seguidas de los 
hongos, principalmente representados por los hongos micorrícicos, y en menor 
medida por cianobacterias y microalgas (Tsavkelova et al. 2006) . Los 
mecanismos de promoción de crecimiento vegetal son variados e incluyen 
estrategias de promoción directa tales como la fijación de nitrógeno, la captación 
de iones y nutrientes, principalmente el fósforo, la producción de fitohormonas 
(auxinas, giberelinas y citoquininas), y la modulación del desarrollo vegetal (por 
producción de ACC deaminasa) (Loon 2007). Dentro de los mecanismos 
indirectos de promoción de crecimiento se encuentra el biocontrol de 
microorganismos patógenos para las plantas, la resistencia sistémica inducida por 
elicitores o moléculas señal que activan el sistema de respuesta de las plantas  
frente a patógenos,  y la biorremediación (Lugtenberg y Kamilova 2009). 
 
Para la comprensión de este capítulo es importante tener en cuenta los métodos 
de promoción directa, principalmente la solubilización de fosfatos y la producción 
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de fitohormonas, y  de forma general los antecedentes existentes de producción 
de fitohormonas por parte de los hongos. 
 
El fósforo en condiciones naturales hace parte de muchos compuestos químicos, 
pero solo está disponible para la planta cuando se encuentra en forma de anión 
fosfato monovalente (H2PO4
-1) y anión bivalente (HPO4
-2). Por otra parte, la 
disponibilidad del fósforo en el suelo es limitada, ya que los iones fosfato solubles 
adicionados al suelo son fijados por elementos como el calcio, el aluminio y el 
hierro e inmediatamente forman complejos insolubles no disponibles para las 
plantas (Posada et al. 2013). De esta manera se hace necesario aprovechar las 
fuentes de fósforo insoluble presentes en el suelo por medio de buenas prácticas 
agrícolas y por el uso de microorganismos capaces de solubilizar fosfatos bajo 
mecanismos  eficientes.  
Los principales mecanismos asociados a la solubilización de fosfatos incluyen la 
producción de fosfatasas, la producción de ácidos orgánicos y la producción de 
protones durante la asimilación del amonio o por procesos respiratorios (Torres 
2010). 
Por otra parte la producción de fitohormonas, como son las auxinas, giberelinas y 
citoquininas, no es  un proceso particular de un solo tipo de organismos sino que 
son producidas por un gran número de bacterias, hongos, algas y, por supuesto, 
por las plantas. La producción de auxinas y principalmente de AIA como 
compuesto promotor de crecimiento está relacionada de forma directa con el 
triptófano como metabolito precursor y se conocen varias vías metabólicas de 
síntesis a partir de este compuesto. La producción de auxinas está asociada a la 
promoción de crecimiento, pero cuando aplica de forma excesiva pasa a producir 
sintomatología física asociada a patogenicidad (Tsavkelova E. et al. 2012, 
Reineke et al. 2008, Maor et al. 2004, Robinson et al. 1998, Glickmann y Dessaux 
1995). Dentro de los principales hongos productores de auxinas se encuentran 
especies de Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium, Phytophtora, 
Rhizoctonia, Rhizopus, Saccharomyces, y Sclerotium (Tsavkelova. et al. 2006). 
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En el caso de las giberelinas y específicamente en el del GA3 su producción por 
parte de organismos diferentes a las plantas esta mayormente referenciado en los 
hongos, e incluso el ácido giberélico debe su nombre a Gibberella fujikuroi el cual 
es la forma perfecta del hongo Fusarium moniliforme. Los principales géneros de  
hongos productores de giberelinas son: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, 
Verticillum, Rhizopus y Schizophillum. Las citoquininas producidas por hongos 
están asociadas principalmente a los generos: Dictiostellium, Fusarium, Paxillus, 
Phoma, Rhizopogon, Saccharomyces,  Schizophyllum, Schizosaccharomyces, 
Suillus, Taphrina, Trichoderma y Uromyces. (Tsavkelova et al. 2006). 
En el presente capítulo se pretende evaluar la promoción directa de Penicillium 
janthinellum sobre la planta de arroz, específicamente en los aspectos tratados 
anteriormente, para intentar dar respuesta a la hipótesis que propone al hongo 
como productor o estimulador de la producción de fitohormonas en interacción 
con la planta. De igual forma se pretende evaluar la capacidad solubilizadora de 
fosfatos del hongo principalmente mediada por ácidos orgánicos como respuesta 
a antecedentes favorables de promoción de crecimiento por medio de este 
mecanismo. (Ver anexo A). (Posada et al. 2013, Rodríguez Araujo et al. 2010, 
Scervino et al. 2010). 
3.2  Materiales y métodos. 
3.2.1 Diseño del experimento. 
Para realizar la evaluación de la promoción de crecimiento de Penicillium 
janthinellum sobre la planta de arroz se empleó el sistema de interacción 
propuesto a partir de los resultados descritos en el capítulo 2 del presente trabajo. 
El proceso de desinfección y germinación de semillas correspondió al descrito en 
el numeral 2.2.3 y la preparación del inóculo fúngico se hizo de la forma descrita 
por el numeral 2.2.2   
En un primer ensayo de evaluación se emplearon 100 semillas germinadas de las 
cuales 50 fueron inoculadas con P. janthinellum a una concentración de 5x103 
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conidias/ml y las otras 50 no se inocularon y sirvieron como control negativo. Una 
segunda replica de este ensayo fue llevada a cabo utilizando el mismo número de 
individuos, empleando como inóculo una suspensión de 1x103 conidias/ml del 
hongo. Al finalizar el montaje, las plantas  fueron llevadas a un lugar, adecuado 
con las condiciones  de temperatura y humedad requeridas,  dentro del Instituto 
de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, donde permanecieron 
hasta el final de los ensayos. Ver figura 3-12 
 
En un segundo ensayo de evaluación se decidió incluir un microorganismo 
reconocido como promotor de crecimiento dentro del esquema metodológico del 
ensayo anteriormente hecho. Para ello se empleó un nuevo tratamiento que 
incluyo la inoculación de la cepa  AZPP010 de Azospirillum brasilense, 
proporcionada por el laboratorio de Fermentaciones del Instituto de Biotecnología 
de la Universidad Nacional de Colombia, dentro de las mismas condiciones 
metodológicas empleadas para Penicillium janthinellum, lo que significó un total 
de 150 plantas en el ensayo. La solución de Azospirillum brasilense empleada 
como inóculo presentó una concentración de 1x108 UFC/ml y la de Penicillium 
janthinellum fue de 1.5x103 conidias/ml.  
 
Aunque Azospirillum brasilense es un organismo procariota y por ello es 
fisiológicamente diferente a Penicillium janthinellum su papel como promotor de 
crecimiento está ampliamente reconocido. Aunque hubiese podido utilizarse otro 
hongo en el estudio, hubiese sido necesario que dicho hongo fuera reconocido 
como promotor de crecimiento y sus mecanismos de promoción estuvieran 
dilucidados de forma más completa que los de Penicillium janthinellum, y no fue 
posible contar con otro hongo con estas características para el desarrollo de los 
ensayos.. 
 
Otra réplica del ensayo anterior, que incluía a Azospirillum brasilense, fue 
realizado. En este caso el inóculo de Azospirillum brasilense fue de 1.3x108 
UFC/ml  y el de Penicillium janthinellum fue de 8x102  conidias/ml. Ver figura 3-13 
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Figura 3-12 Esquema general del diseño experimental 1 para la evaluación de 
Penicillium janthinellum en interacción con la planta de arroz. 
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Figura 3-13 Esquema general del diseño experimental 2 para la evaluación de 
Penicillium janthinellum en interacción con la planta de arroz. 
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3.2.2 Medición de parámetros biométricos  
Diez de las plantas, de cada tratamiento, de los ensayos que solo incluían plantas 
inoculadas y sin inocular  con el hongo fueron recolectadas al día 12 y 25 y se les 
midió la longitud de la planta y la longitud de la raíz principal. Adicionalmente, se 
pesaron en fresco y después de deshidratadas para hallar su peso seco.  
 
De los ensayos que incluían como tratamiento a  Azospirillum brasilense se 
tomaron 15 plantas de cada tratamiento en el día 12 y se procedió a hacer las 
mismas mediciones que para las plantas de los otros ensayos. 
Las plantas restantes que no eran empleadas como muestras fueron 
trasplantadas a vasos plásticos de 14 onzas con suelo estéril, que sirvieron como 
macetas, y se les aplicó un proceso de fertilización equivalente al que se aplica 
en campo para el arroz en cultivo que consiste en la adición de urea en una 
proporción de 1 bulto por hectárea, cloruro de potasio y sulfato de amonio en 
proporción de ½ bulto por hectárea y MicroEssentials®, como fuente de fósforo, 
en proporción de 2 bultos por hectárea.   
En el día 50 de todo el ensayo se recolectaron las plantas y se volvió a hacer las 
mediciones biométricas descritas anteriormente.  
3.2.3  Recolección de exudados, verificación de la viabilidad de 
los microorganismos y tratamiento de muestras 
Todas las plantas muestreadas durante los días 12 y 25 de los diferentes ensayos 
fueron evaluadas para la detección de compuestos promotores de crecimiento. 
Para ello se tomó el total del volumen del medio de cultivo donde habían crecido 
las plantas y se filtraban con membranas de poro de 0.22 µm. Las muestras 
filtradas fueron utilizadas para la cuantificación de ácidos orgánicos y kinetina por 
medio de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y para la cuantificación de 
ácido Indolacético y ácido giberélico por medio de métodos espectrofotométricos.  
A partir de las plantas colectadas como muestras, se hicieron ensayos de 
colonización para Penicillium janthinellum como se estableció en el numeral 
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2.2.4.3  y algunos de los  fragmentos de raíces fueron coloreadas y observadas al 
microscopio (Phillips and Hayman 1970). El mismo ensayo de colonización se 
hizo para las plantas no inoculadas. Por otra parte la colonización de Azospirillum 
brasilense fue verificada colocando fragmentos de raíz sobre agar nutritivo y 
observando el crecimiento típico de la bacteria que corresponde a colonias 
pequeñas, uniformes de color rojo.    
3.2.4 Estandarización de métodos de cuantificación de 
compuestos promotores de crecimiento vegetal. 
 3.2.4.1Cuantificación de compuestos indólicos. 
La cuantificación de compuestos indólicos  se hizo mediante el método 
espectrofotométrico  que emplea el reactivo de Salkowsky en una proporción 1:1 
con la muestra y que se lee a una longitud de onda de 530nm (Glickmann y 
Dessaux 1995). El equipo utilizado para hacer las mediciones corresponde al 
espectrofotómetro GENESYS 10S UV-VIS. 
La curva patrón para la cuantificación de compuestos indólicos se hizo utilizando 
Ácido Indolacético, grado reactivo, a 7 concentraciones diferentes (5, 10, 15, 20, 
25, 30, 35ppm) y a partir de los datos obtenidos se hizo una regresión lineal  para 
hallar la ecuación de la recta para la posterior cuantificación de los compuestos 
indólicos presentes en las muestras. 
 3.2.4.2 Cuantificación de Ácido Giberélico.  
El método de cuantificación de ácido giberélico se fundamenta en su cinética de 
reacción para su conversión a ácido giberelénico tras reaccionar con etanol 
absoluto y ácido clorhídrico al 3.7N (Berríos et al. 2004) la medición de esta 
cinética se hace durante dos minutos con mediciones de absorbancia cada 20 
segundos a una longitud de onda de 254nm. El patrón empleado para hacer la 
curva de calibración correspondió a GA3 grado reactivo en soluciones de 0.4, 0.6, 
0.8 y 1 g/L. A partir de las mediciones de absorbancia hechas en los diferentes 
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intervalos de tiempo se halló la pendiente de la recta y cada valor de pendiente de 
cada concentración se utilizó para hacer una regresión lineal y hallar le ecuación 
de la recta donde se debía extrapolar (como valor y) la pendiente de la cinética 
hallada para cada muestra. Todas las mediciones se hicieron empleando el 
espectrofotómetro GENESYS 10S UV-VIS.   
 3.2.4.3  Cuantificación de Ácidos Orgánicos. 
Dos métodos de cromatografía liquida de alto rendimiento (HPLC)  fueron 
utilizadas con la intensión de cuantificar el contenido de ácidos orgánicos en las 
muestras. El primer método corresponde al descrito por Scervino et al. (2010) 
utilizando una columna Aminex HPX-87-H (Bio-Rad®) y un detector de luz 
ultravioleta a 210nm,  empleando como fase móvil ácido sulfúrico 5mM con un 
flujo de 0.6 ml min-1  a 50°C  por un periodo de 35min  y los datos fueron 
procesados utilizando el software Varian Star Chromatogrphy. Mediante este 
método fueron corridas 80 muestras correspondientes a los dos primeros 
ensayos. 
El segundo método utilizado, se desarrolló empleando una columna Phenomenex 
para ácidos orgánicos  con una velocidad de flujo de 0.3ml min-1 a 55 °C  
utilizando como fase móvil ácido sulfúrico 5mM  durante 65 min de corrida y 
empleando un  detector de arreglo de diodos SHIMADZU SPD-M20A a 210nm. El 
software  LCsolution fue empleado para el procesamiento de los datos. Mediante 
este método fueron corridas las 90 muestras restantes.  
El hecho de utilizar dos métodos cromatográficos se debió principalmente a que 
en el segundo método utilizando el  cromatógrafo SHIMADZU y variando las 
condiciones de corrida se obtuvo una mejor resolución de los picos con respecto 
al método número 1. 
Las curvas de calibración se hicieron empleando los siguientes ácidos orgánicos: 
cítrico, glucurónico, tartárico, pirúvico, succínico, fumárico, propiónico, butírico, 
valérico, láctico, acético y oxálico con el fin de abordar una gama amplia de 
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ácidos que permitiera conseguir información específica en el momento de adquirir 
los resultados (Scervino et al. 2010) 
 
3.2.4.4 Cuantificación de Kinetina.  
Un método de cromatografía líquida de alto rendimiento  (HPLC) fue empleado 
para la detección de citoquininas   (Tien et al. 1979). La columna Phenomenex C-
18 fue utilizada en este método empleando una fase móvil de metanol al 30% en 
agua con un flujo de corrida de 1.5 ml min-1 a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Los datos fueron obtenidos por medio del  detector de arreglo de diodos 
SHIMADZU SPD-M20A a 254nm y procesados empleando el software  
LCsolution. La curva de calibración fue hecha con Kinetina, como única 
citoquinina analizada, dada una estimación previa de las muestras corridas por 
ese método donde no se observó la presencia de zeatina contemplada como el 
otro patrón a utilizar. 
 
3.2.5 Ensayo de producción de ácidos orgánicos,  remplazando 
la fuente de fósforo natural del medio de cultivo. 
Quince sistemas de interacción planta-hongo y quince sistemas que solo incluían 
plantas sin inóculo fueron empleados para evaluar la producción de ácidos 
utilizando una fuente insoluble de fósforo en lugar de la fuente natural de fósforo 
del medio Fahraeus. Para ello se remplazó con fosfato tricálcico Ca3 (PO4)2   el  
fosfato ácido de potasio KH2 PO4 que hace parte de la formulación normal del 
medio en una concentración molar de fósforo equivalente para los dos 
compuestos. Las plantas fueron conducidas a lugar acondicionado para su 
crecimiento dentro del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia y se recolectaron los exudados de la raíz de acuerdo al numeral 3.2.3 
para su posterior análisis en búsqueda de ácidos orgánicos.  
3.2.6 Prueba sobre matriz sólida de promoción de crecimiento 
mediada por la solubilización de fosfatos. 
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Para realizar el ensayo de evaluación de crecimiento en matriz sólida mediada 
por solubilización de fosfatos se utilizó como soporte para el crecimiento de las 
plantas vermiculita granulada de tamaño de partícula grado medio (1-3mm). La 
vermiculita fue lavada hasta que el agua de enjuague alcanzaba un valor de pH 
de 7 ± 2. 
En vasos de plástico de 14 onzas se colocó la vermiculita que había sido 
esterilizada en bolsas plásticas. A las bolsas, al igual que a los vasos se les abría 
orificios en la parte inferior para realizar el riego por absorción. 
Semillas germinadas con las características establecidas en el numeral 2.3.1 
fueron sembradas en la matriz sólida siguiendo los tratamientos  que aparecen en 
la tabla 3-7 y se realizaron tres réplicas para cada tratamiento. Para realizar la 
inoculación del hongo se siguió la metodología expuesta en el numeral 2.2.4.3 y 
la fuente de fósforo fue adicionada en un volumen de 5ml de medio Hoagland en 
el momento de la siembra.  20 plantas fueron utilizadas para cada tratamiento. 
 
Tabla 3-7. Tratamientos utilizados en el ensayo de evaluación en matriz sólida de 
Penicillium janthinellum como promotor de crecimiento por solubilización de 
fosfatos  
 
Tratamiento Concentración de 
 Penicillium janthinellum 
Fuente de 
fósforo 
1 ninguna Ca3 (PO4)2 
2 ninguna KH2 PO4 
3 2 x 102 Ca3 (PO4)2 
4 2 x 105 Ca3 (PO4)2 
 
  
3.3  Resultados y análisis de resultados. 
Durante el desarrollo de los ensayos se verificó durante dos veces al día la 
temperatura y la humedad relativa, del lugar acondicionado para el crecimiento, 
utilizando un termohigrómetro marca EXTECH  referencia 445715. De esta forma 
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se determinó que la temperatura máxima alcanzada fue de 44°C, la mínima fue 
de 15°C y la temperatura promedio fue de 26.6°C. De igual forma se estableció 
que la humedad relativa máxima fue de 84%, la humedad relativa mínima fue de  
60% y el promedio fue de 40.5% de humedad. En la figura 3-14 se muestran 
algunas fotografías referentes a diferentes etapas de los ensayos realizados. 
 
Figura 3-14 Registro fotográfico de algunas etapas de los ensayos realizados. 
 
En la figura 3-14 se observa: A, las plantas creciendo en el lugar destinado y adecuado dentro del instituto de 
biotecnología. B, las plantas después de los 50 días cuando iban a ser recolectadas de las masetas. C, el proceso de 
medición de propiedades biométricas al día 12. D las plantas listas para ser secadas en el horno y así calcular el peso 
seco. E, se observa la planta dentro del sistema  de crecimiento diseñado. Y por último, F, se ven las plantas en el horno 
listas para el proceso de secado. 
3.3.1 Mediciones biométricas. 
La representación gráfica de los resultados de las diferentes mediciones 
biométricas  se muestra en el anexo B.  Los datos obtenidos fueron analizados 
mediante el test de normalidad de Shapiro- Wilk. La gran mayoría de los datos 
A B 
C D 
E F 
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tenían una distribución normal por lo que fueron analizados realizando una 
prueba t no pareada, cuando se trataba de comparar tan solo, dos tratamientos y 
cuando se trataba de tres tratamientos se realizó una prueba ANOVA, cuando se 
presentaron diferencias en los tres tratamientos como resultado de la prueba 
ANOVA  se realizó el test de comparación múltiple de Tukey. En los pocos casos 
en que los datos no presentaron una distribución normal se utilizó la prueba de 
Kruskal- Wallis  y tan solo una vez fue necesario utilizar una prueba de 
comparación múltiple de Dunn.    
Como resultado de las diferentes comparaciones de las propiedades biométricas 
no se pudo establecer diferencias significativas reproducibles entre los diferentes 
tratamientos debido a que en la mayoría de los análisis estadísticos hechos para 
los diferentes ensayos no se presentaba diferencia entre los tratamientos y en 
algunos casos cuando si existían diferencias, no eran reproducibles entre los 
ensayos. Ver anexo B. 
Por esta razón y teniendo en cuenta que fueron evaluadas diferentes propiedades 
biométricas, se decidió calcular la tasa relativa de crecimiento ó Relative Growth 
Rate (RGR) que se define como la ganancia de biomasa por unidad de biomasa y 
tiempo.(Hunt et al. 2002). Para ello se tuvo en cuenta el promedio del peso seco 
de las muestras para los diferentes tratamientos en los diferentes ensayos 
obteniéndose 4 valores para los tratamientos con Penicillium janthinellum y el 
control y dos valores para el tratamiento con Azospirillum brasiliense.  Debido a 
que el número de datos obtenidos era muy pequeño se analizaron los datos por 
ANOVA y con la prueba de Kruskal- Wallis y en los dos casos no hubo diferencia 
significativa entre los tratamientos. 
Para calcular el RGR se empleó la siguiente fórmula:  
 
RGR = (ln P2 –ln P1) / (t2–t1); 
Donde P2 y P1 corresponde el peso de la plántula en los tiempos 2 y 1 (t2 y t1, 
respectivamente) y RGR es la tasa de crecimiento relativo. 
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Los resultados del cálculo de RGR y su respectivo análisis para establecer 
diferencia entre tratamientos aparecen resumidos en la figura 3-15. 
 
Figura 3-15. Cálculo de la tasa de crecimiento relativo (RGR) 
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3.3.2 Viabilidad de los microorganismos durante los ensayos. 
En todas las verificaciones de viabilidad hechas a partir de fracciones de raíz en 
medio de cultivo fue posible observar el crecimiento de los microorganismos 
implicados en los ensayos. Figura 3-16.  
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Figura 3-16. Registro fotográfico de los ensayos de colonización 
 
En la Figura 3-16 se puede observar: en la imagen A los resultados del ensayo de colonización para los fragmentos de raíz 
de plantas inoculadas y no inoculados con Penicillium janthinellum. En la imagen B se observa una tinción con azul de 
tripán de raíces colonizadas con el hongo (40X). En la imagen C se puede observar una tinción con azul de tripán de 
raíces de plantas sin inocular (40X). En la imagen D se observa un ensayo de colonización en placa  positivo para 
Azospirillum brasilense.  Y en la imagen E se observa una planta inoculada con Azospirillum brasilense donde se aprecia 
el crecimiento (color rojo) de la bacteria en la base del tallo y las raíces.   
3.3.3 Métodos de cuantificación de compuestos promotores de 
crecimiento vegetal. 
 3.3.3.1Cuantificación de compuestos indólicos. 
La curva de calibración de AIA puede observarse en el anexo C. las muestras 
obtenidas fueron procesadas por duplicado para observar la producción de 
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compuestos indólicos utilizando el reactivo de Salkowski pero ninguna de ellas 
tuvo una diferencia con respecto al blanco, lo que propone ausencia de 
compuestos indólicos en las muestras. Incluso las muestras provenientes de las 
plantas inoculadas con Azospirillum brasilense, el cual es un microorganismo 
productor reconocido de AIA en condiciones de laboratorio,  no dieron resultado 
positivo para la producción de AIA, lo que puede deberse a la ausencia de 
triptófano, que corresponde al metabolito precursor del ácido Indolacético, en los 
exudados de las raíces de las plantas de arroz. El índice de correlación obtenido 
en la curva de calibración de este método fue de 0.9912 con 7 niveles de 
calibración donde la concentración mínima de cuantificación fue de 5ppm. Esta 
información permite inferir que las muestras no contenían compuestos indólicos o 
que su concentración era inferior al límite de detección del método utilizado. En 
estudios posteriores donde se quiera confirmar la producción de ácido 
indolacético en sistemas de interacción planta microorganismo, se puede 
adicionar triptófano, como inductor, en el montaje del sistema, lo que permitirá ver 
la cualidad promotora del microorganismo por este mecanismo pero no permitirá 
definir los exudados de las raíces como  fuente nutricional suficiente para activar 
este mecanismo por si sola.  
 3.3.3.2 Cuantificación de Ácido Giberélico.  
La curva de calibración de GA3 se presenta en el anexo D. Las muestras  
obtenidas a partir de los ensayos fueron procesadas por duplicado de acuerdo a 
la metodología descrita en el numeral 3.2.4.2.  Los valores de pendiente 
obtenidas para  las muestras fueron  negativos o positivos muy cercanos a cero, 
lo que permite suponer la ausencia de GA3  en las muestras o presencia en 
concentraciones muy  pequeñas indetectables por el método utilizado. En este 
método la concentración mínima de cuantificación fue de 400ppm y aunque el 
coeficiente de correlación fue muy bueno con un valor de  0.9684  no se puede 
descartar la posibilidad de que hubiera ácido giberélico en las muestras pero que 
la sensibilidad del método fue insuficiente para detectarlo.   
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3.3.3.3  Cuantificación de Ácidos Orgánicos. 
Las curvas de calibración hecha para los dos métodos de HPLC empleados para 
la cuantificación de ácidos orgánicos se muestran en los anexos E y F y los 
tiempos de retención se muestran en los cuadros  3-8 y 3-9   
 
Tabla 3-8. Tiempos de retención de los diferentes ácidos  orgánicos detectados por 
el método de HPLC número 1. 
Nombre del 
ácido 
Tiempo de retención  
(min) 
Nombre del 
ácido 
Tiempo de retención  
(min) 
Ácido valérico 31.51 Ácido succínico 12.98 
Ácido butírico 22.91 Ácido pirúvico 10.88 
Ácido propiónico 18.83 Ácido tartárico 9.66 
Ácido acético 16.16 Ácido cítrico 9.30 
Ácido fumárico 15.36 Ácido 
glucurónico 
8.96 
Ácido láctico 13.45 Ácido oxálico 7.63 
 
Tabla 3-9. Tiempos de retención de los diferentes ácidos  orgánicos detectados por 
el método de HPLC número 2. 
Nombre del 
ácido 
Tiempo de retención  
(min) 
Nombre del 
ácido 
Tiempo de retención  
(min) 
Ácido valérico 60.047 Ácido succínico 25.022 
Ácido butírico 44.323 Ácido pirúvico 20.446 
Ácido propiónico 36.632 Ácido tartárico 18.694 
Ácido acético 31.382 Ácido cítrico 17.589 
Ácido fumárico 29.238 Ácido 
glucurónico 
16.141 
Ácido láctico 27.023 Ácido oxálico 14.631 
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Las muestras procesadas por HPLC utilizando los dos métodos de cuantificación 
no presentaron picos en los tiempos de retención obtenidos para los patrones en 
ninguno de los tratamientos, lo que manifiesta la ausencia de ácidos orgánicos en 
los exudados de las raíces analizados. La curva de calibración fue hecha a partir 
de una preparación compuesta de ácidos por lo que se obtuvieron diferentes 
niveles de calibración para  las curvas de cada ácido. Aún así todos los 
coeficientes de correlación fueron mayores a 0.9 lo que manifiesta una buena 
correlación lineal como principio para el cálculo de la concentración de ácidos en 
las muestras.  
 3.3.3.4 Cuantificación de Kinetina.  
Aunque al inicio de los experimentos se propuso realizar las curvas de calibración 
de citoquininas con Zeatina y Kinetina, se decidió hacer una valoración previa del 
contenido de las dos sustancias en las muestras y  se observó que algunas de las 
muestras procesadas  solo presenta picos en el tiempo de retención cercanos a 
los 13.5 minutos correspondiente al valore de tiempo de retención de la Kinetina y 
ninguna en el tiempo de retención de la Zeatina correspondiente a 9.2 minutos. 
En el anexo G se muestra la curva de calibración de la Kinetina. 
Por otra parte de las muestras procesadas solo 5 muestras de un total de 170 
presentaron producción de Kinetina y aunque todas pertenecieron  a plantas 
tratadas con el hongo en el tiempo de  12 días del primer ensayo este dato no 
representa un resultado contundente teniendo en cuenta el número total de 
muestras procesadas ver anexo H. 
3.3.4 Prueba de producción de ácidos orgánicos remplazando la 
fuente de fósforo natural del medio de cultivo. 
El método de HPLC número 2, fue el método empleado para realizar la corrida de 
las muestras para realizar la evaluación de la  producción de ácidos orgánicos a 
partir de  Ca3(PO4)2 como fuente inorgánica de fósforo. Ninguna de las muestras 
procesadas presentó detección de picos en los tiempos de retención específico 
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de los ácidos valorados en la curva de calibración. Este hecho permite pensar 
que no existe producción de ácidos a partir de una fuente insoluble de fósforo en 
este ensayo, a pesar de que existían antecedentes con esta cepa de Penicillium  
janthinellum que demuestran lo contrario, como se puede observar en el anexo A 
y como se ha reportado en un estudio previo (Scervino et al. 2010).      
3.3.5 Prueba sobre matriz sólida de promoción de crecimiento 
mediada por la solubilización de fosfatos  
Los resultados obtenidos de las mediciones biométricas para evaluar el efecto 
promotor de crecimiento de la solubilización de fosfatos en una matriz sólida se 
muestran resumidos en la figura 3-17. 
 
Figura 3-17 resultados de las mediciones biométricas de los diferentes 
tratamientos con Penicillium janthinellum para evaluar promoción de crecimiento 
por solubilización de fosfatos. 
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En la figura 3-17 se puede observar que no existen diferencias significativas entre 
las propiedades biométricas de las plantas sometidas a los diferentes 
tratamientos, excepto entre el tratamiento 4, correspondiente a plantas inoculadas 
con una concentración del hongo de 2x105 conidias/ml del hongo que crecieron 
en fuente insoluble de fósforo, con el tratamiento1 que corresponde a plantas sin 
inóculo y que crecieron, de igual forma, en una fuente insoluble de fósforo. 
 
En condiciones generales, se puede observar que Penicillium janthinellum tiene la 
capacidad de colonizar las raíces de la planta de arroz y de sobrevivir  utilizando 
como fuente de carbono al menos un componente de los exudados de las raíces. 
De igual forma se observa  que Penicillium janthinellum no posee la capacidad de 
producir compuestos promotores de crecimiento bajo las condiciones de los 
ensayos realizados y aunque existen antecedentes de la producción de ácidos 
orgánicos por parte del hongo creciendo en medios de cultivo con fuentes 
insolubles de fósforo, estos medios siempre estuvieron suplementados con 
glucosa o sacarosa como fuente de carbono. De esta forma, experimentos 
hechos dentro del laboratorio, como los que se presentan en el anexo A, han 
permitido demostrar que la producción de ácidos orgánicos por parte de hongo no 
solo dependen de la fuente de fósforo con que se suplemente el medio sino con 
la concentración de glucosa presente. Del mismo modo en estudios en campo en 
suelos deficientes de carbono se ha podido observar que la adición de carbono 
ha influido positivamente sobre microorganismos solubilizadores de fosfatos 
incrementando la secreción de ácidos orgánicos  y enzimas (Wakelin et al. 2007). 
 
Por lo anteriormente mencionado se puede suponer que la fuente de carbono 
utilizada por el hongo en el sistema de interacción no permitía la producción de 
ácidos orgánicos por parte de Penicillium janthinellum y que la planta de arroz en 
un sistema de interacción único con el hongo no favorece la producción de ácidos 
por parte del hongo. De este modo se podría pensar que el funcionamiento de 
Penicillium janthinellum como solubilizador de fosfatos, y por ello como promotor 
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de crecimiento, depende en gran medida de la formulación que lo soporte como 
biofertilizante o del suelo como  sustrato. 
 
En cuanto a la evaluación de la producción de AIA, se pudo observar que no se 
presentaron resultados positivos para ninguna planta, incluyendo las que habían 
sido tratadas con Azospirillum brasilense, reconocido productor de AIA, (Fibach-
Paldi et al. 2012, Tien et al. 1979, Vessey 2003).  Este hecho se puede deber 
principalmente a la carencia, dentro del sistema, de triptófano como inductor de la 
producción de AIA. Por esta razón se recomienda una mayor caracterización 
química de los exudados de la raíz de la planta de arroz con la intención de hacer 
un mayor acercamiento analítico de dichos exudados como sustrato para 
microorganismos promotores de crecimiento vegetal.  
 
Aunque en los diferentes ensayos de mediciones de las características 
biométricas se observaron algunas diferencias puntuales no fue posible identificar 
una tendencia obvia atribuible a la promoción de crecimiento mediada por 
Penicillium janthinellum. 
 
Por otra parte, existe concordancia entre los análisis de las propiedades 
biométricas medidas para las plantas y los resultados obtenidos por los diferentes 
métodos de cuantificación de compuestos promotores de crecimiento vegetal, ya 
que no fue posible establecer ninguna diferencia entre la producción de los 
metabolitos en la planta en interacción y sin inóculo, y entre las mediciones 
biométricas entre tratamientos, bajo las condiciones estudiadas. 
 
 
 Capítulo 4. Ensayos adicionales de 
promoción de crecimiento.  
 
 
4.1 Evaluación in vitro de promoción de crecimiento.  
Tradicionalmente, las pruebas hechas a microorganismos con la intención de 
evaluar su potencial como promotores de crecimiento vegetal corresponden a 
pruebas de laboratorio  utilizando medios de cultivo que evidencian reacciones 
químicas específicas o supervivencia de los microorganismos a condiciones 
determinadas. Las pruebas que evalúan el papel promotor de crecimiento de los 
microorganismos en interacción directa con la planta usualmente no son 
utilizadas en el proceso de búsqueda de microorganismos promotores de 
crecimiento. Dentro de las pruebas de laboratorio que se llevan a cabo, los 
métodos cualitativos son los más utilizados para el tamizaje de microorganismos 
con potencial promotor y una vez identificadas las cualidades, en muchos casos, 
se acude a métodos cuantitativos para ampliar la información. 
Una de las pruebas de laboratorio utilizada en la búsqueda de microorganismos 
promotores de crecimiento corresponde a la prueba conocida con el nombre de 
ACC deaminasa. El 1-aminociclopropano -1- carboxilato (ACC) es el precursor 
inmediato del etileno en su biosíntesis. A su vez el etileno es uno fitohormona 
reguladora negativa  de crecimiento vegetal y aparece en procesos de 
senescencia o en condiciones de estrés para las plantas (Vessey 2003). La 
enzima ACC deaminasa es una enzima capaz de degradar el ACC para producir 
amonio y α cetobutirato y la degradación de este sustrato regula o disminuye la 
producción de etileno para mitigar el efecto negativo de este compuesto sobre el 
crecimiento vegetal. De esta misma forma, el amonio y el α cetobutirato pueden 
servir como fuente de nitrógeno para el crecimiento de los microorganismos, lo 
que permite estimar de forma cualitativa la producción de AAC deaminasa cuando 
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el ACC es la única fuente posible de nitrógeno en un medio de cultivo (Fuentes 
Ramirez 2006). 
Otra cualidad promotora de crecimiento evidenciable por pruebas de laboratorio  
corresponde a la capacidad, que tienen algunos microorganismos de producir 
sideróforos. Los sideróforos son moléculas de bajo peso molecular, generalmente 
proteínas, que son capaces de captar iones Fe3+ para formar un complejo que 
puede ser acoplado a sistemas de transporte para el aprovechamiento del hierro 
en estado de oxidación férrico. La producción de sideróforos es asociada  a la 
promoción de crecimiento en la medida en que el hierro  es aprovechable para los 
organismos vivos en estado ferroso y no en estado férrico, que corresponde al 
estado de oxidación del hierro presente en mayor medida en el suelo y otros 
ecosistemas. La producción de sideróforos a nivel de laboratorio es detectable 
por medio de métodos colorimétricos que involucran liberación de hierro a partir 
de complejos coloreados produciéndose un cambio de color cuando el hierro es 
capturado por los sideróforos liberándolo del complejo inicial (Schwyn and 
Neilands 1987).  
Por otra parte, los estudios de promoción de crecimiento asociados a procesos de 
germinación de semillas, específicamente a condiciones de vigor de germinación 
y porcentaje de germinación, son usualmente desarrollados como sistemas de 
evaluación de esta cualidad  en microorganismos promotores de crecimiento que 
poseen otro mecanismo de acción (A. Gholami 2009, Raj et al. 2003). Estos 
ensayos de germinación involucran principalmente el contacto de las semillas con 
soluciones de microorganismos y la aplicación de un proceso posterior de 
germinación para evaluar efectos. 
 
 En el presente capítulo se presentan los ensayos realizados a Penicillium 
janthinellum relacionados a  la producción de ACC deaminasa, la producción de 
sideróforos, efectos del hongo sobre la germinación de semillas de arroz y 
adicionalmente se presenta una prueba de solubilización de fosfatos sobre agar 
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NBRIP. Para el desarrollo de este trabajo no se hizo la prueba de fijación de 
nitrógeno por que ya existen antecedentes del laboratorio de fermentaciones del 
Instituto de Biotecnología la Universidad de Colombia que catalogan esta cepa de 
Penicillium janthinellum como incapaz de fijar nitrógeno atmosférico (datos no 
mostrados).  La mayoría de pruebas presentes en este capítulo son de tipo 
cualitativo, excepto la prueba de germinación.  
 
4.2 Materiales y métodos.  
4.2.1 Ensayo de actividad de la ACC deaminasa. 
Para evaluar la actividad ACC deaminasa de Penicillium janthinellum se utilizó 
como base para el crecimiento, tanto del hongo como el de la bacteria control, el 
medio mínimo de sales de  Dworkin-Foster (DF) (Husena et al. 2009). Para el 
crecimiento de los microorganismos se preparó tres veces este medio y uno de 
ellos fue suplementado con ACC, como fuente de nitrógeno, otro con nitrato de 
amonio y el último medio no se suplemento con fuente de nitrógeno alguna. A 
todos los medios se les agregó agar-agar en una concentración del 1.3% 
respecto al volumen final de preparación. 
Como control de la prueba se utilizó la bacteria  Burkholderia unamae MT1 641T, 
amablemente donada por el International Centre for Genetic Engineering and 
Biotechnology (ICGEB), reconocida por su actividad ACC deaminasa (Onofre-
Lemus et al. 2009). Para ello se tomó, mediante un asa bacteriológica, inóculo de 
la bacteria a partir de una solución concentrada y se reactivó en un volumen de 9 
ml de caldo Luria Bertani (LB) durante tres días. A partir de este caldo se 
recolectó la biomasa mediante centrifugación y se lavó cuatro veces con solución 
salina al 0.86% en volúmenes de 5ml  centrifugando a 10000 rpm por 5 minutos 
en cada ciclo. Este procedimiento se realizó con el fin de eliminar trazas de 
nitrógeno que pudiera servir como fuente de crecimiento para el inóculo.  
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Tres soluciones (réplicas) de conidias de Penicillium janthinellum fueron 
evaluadas durante el ensayo, las concentracion de esas soluciones fue de: 2X105 
conidias/ml. Las conidias se  encontraban suspendidas en solución salina al 
0.86% con Tween 80 al 1%.  Todas las soluciones de microorganismos fueron 
puestas por triplicado en gotas de 8 µl sobre una caja de agar DF, con su 
respectivo suplemento, para obtener al final tres cajas inoculadas con un total de 
12 gotas cada una. Las cajas fueron incubadas a 30±1 °C durante 5 días. 
4.2.2 Ensayo de producción de sideróforos. 
La evaluación de producción de sideróforos por parte de  Penicillium janthinellum 
se llevó a cabo utilizando el medio de cultivo sólido CAS (Armstrong and 
Clements 1993, García et al. 2012, Schwyn and Neilands 1987). Para este 
ensayo se utilizó como control una cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC 
27853, donada por el ICGEB, dada su reconocida capacidad de producir 
sideróforos  (Meyer et al. 1997). La solución de inóculo de la bacteria se obtuvo a 
partir de un cultivo stock concentrado del que se tomó un volumen pequeño, por 
medio de un asa, y se transfirió a 9ml de caldo LB donde se incubo durante 16 
horas  para ser utilizada en el ensayo. El inóculo del hongo se obtuvo colocando 
en 100 ml de caldo malta un cuadro de 1cm2 de agar PDA crecido con el hongo e 
incubando en agitación de 160 rpm por tres días a 30±1 °C. A tres cajas de agar 
CAS se les hicieron tres orificios donde se inocularon, de forma separada, 50µl de  
inoculo bacteriano, 50µl de inóculo fúngico y 50µl de medio de cultivo malta 
estéril. Las cajas fueron incubadas durante 18 horas a 30±1 °C. 
 
4.2.3 Prueba cualitativa de solubilización de fosfatos. 
Para realizar la prueba in vitro de solubilización de fosfatos se utilizó el medio 
National Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP) 
(Nautiyal 1999)  donde se inocularon dos diferentes concentraciones, con tres 
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réplicas cada una, de  conidias de Penicillium  janthinellum y se utilizó como 
control negativo una cepa de Trichoderma viride incapaz de solubilizar fosfatos, 
proporcionada por el laboratorio de fermentaciones del Instituto de Biotecnología 
de la Universidad Nacional de Colombia. Las concentraciones de los inóculos 
utilizadas en este ensayo aparecen resumidas en la tabla 4-10. 
 
Tabla 4-10 Inóculos utilizados para el ensayo cualitativo de solubilización de 
fosfatos. 
 
 Cepa Concentración de 
 (conidias/ml) 
Trichoderma viride 2 x 104 
Penicillium  janthinellum 2 x 102 
Penicillium  janthinellum 2 x 105 
 
 
Un volumen de 50µl de cada inóculo era puesto dentro de un orificio hecho en el 
agar NBRIP, para cada inóculo se utilizó una caja con 4 orificios y adicionalmente 
se hizo una caja mixta donde 3 orificios tenían las réplicas de cada inóculo. Al 
orificio restante de cada caja se le adicionaba la solución de Trichoderma viride. 
Las cajas fueron incubadas por tres días a 30 ± 1 Cº. 
4.2.4 Efecto de la inoculación de Penicillium janthinellum sobre la 
germinación de semillas de arroz. 
 Un total de 350 semillas de arroz fueron esterilizadas de acuerdo al protocolo 
descrito en el numeral 2.2.3. De este total, se tomaron 50 semillas para cada 
tratamiento y se hicieron tres réplicas de cada uno para un total de 150 semillas 
por concentración de inóculo evaluada. Cada grupo de semillas era puesto 
durante 30 minutos en una solución de conidias con Penicillium janthinellum y un 
grupo fue sumergido en solución salina 0.86% como control. Los tratamientos 
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utilizados aparecen resumidos en la tabla 4-11. Una vez inoculadas las semillas 
se llevaron a germinar de la misma forma descrita en el numeral 2.2.3 y a los 5 
días se hizó la lectura. 
 
Tabla 4-11 Tratamientos utilizados para el ensayo de germinación 
 
Tratamiento Concentración de 
 (conidias/ml) 
Solución salina 0.86% 0 
Penicillium  janthinellum 1.9 x 102 
Penicillium  janthinellum 1.9x 105 
 
Finalizado el tiempo de germinación, se contó el número de semillas germinadas 
y se midió la longitud de la raíz seminal y del coleóptilo para hallar el índice de 
vigor. El índice de vigor fue hallado sumando las medias de la longitud de la raíz 
seminal más la media de la longitud del coleóptilo y multiplicando el resultado por 
el porcentaje de germinación (A. Gholami 2009). 
4.3 Resultados y análisis de resultados 
 
4.3.1 Ensayo de actividad de la ACC deaminasa. 
Los resultados de la prueba se muestran resumidos  en la figura 4-18.  
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Figura 4-188 Resultado de la prueba cualitativa de ACC deaminasa 
 
En la figura 4-18 se observa en el recuadro A una imagen del crecimiento de Penicillium janthinellum  y el control, 
Burkholderia unamae creciendo sobre medio DF suplementado con las diferentes fuentes de nitrógeno y sobre el medio 
sin suplementar. En los recuadros  B, C y D se muestra de manera separada  cada una de las cajas y en el recuadro E, se 
muestra la distribución general de los inóculos.  
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En la figura 4-18 se puede observar que en el medio suplementado con ACC 
como fuente de nitrógeno solo creció el control,  y en los segmentos donde se 
inoculó el hongo solo se ve un intento tenue de crecer. Este resultado es 
coherente con lo esperado para el control, ya que la bacteria utilizada es 
reconocida por  su capacidad ACC deaminasa, mientras que en el caso del hongo 
no fue apreciable esta capacidad. 
 En el medio que contenía nitrato de amonio se observó que el hongo y la 
bacteria crecieron de forma abundante ya que no carecían de nitrógeno como 
nutriente. Para el caso del medio de cultivo sin nitrógeno se vio un leve 
crecimiento del hongo que no es comparable al crecimiento observado en el 
medio que contenía nitrato de amonio. De igual forma se  observa crecimiento del 
control en una proporción menor que en los otros medios de cultivo. Este 
resultado se puede deber a la presencia de alguna traza de nitrógeno en el medio 
pero aún así el crecimiento es muy bajo comparado con el medio que presentaba 
nitrato de amonio y dado el tiempo de incubación de 5 días.  
 
En general, el resultado más importante de este ensayo corresponde a la 
evidencia observada de que Penicillium janthinellum es incapaz de utilizar el 
sustrato ACC como fuente de nitrógeno, lo que evidencia que el hongo no tiene 
capacidad ACC deaminasa que le pudiera atribuir promoción de crecimiento 
vegetal por esta vía.   
4. 3.2 Ensayo de producción de sideróforos. 
En la prueba de producción de sideróforos fue posible observar halos que 
evidencian la captación de hierro para los dos microorganismos inoculados. Sin 
embargo en el caso de Pseudomonas aeruginosa se pudo observar un halo de 2 
a tres veces mayor que para Penicillium janthinellum. Este resultado permite 
pensar que efectivamente, el hongo tiene la propiedad de producir sideróforos 
pero que la cantidad producida no es comparable con microorganismos 
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reconocidos como productores de sideróforos que pueden tener potencial 
promotor de crecimiento vegetal. (García et al. 2012). El resultado del ensayo de 
sideróforos se puede apreciar en la figura 4-19.   
Figura 4-19 Resultado de la prueba cualitativa sideróforos 
 
 
4.3.3 Prueba cualitativa de solubilización de fosfatos. 
 El medio NBRIP posee, como única fuente de fósforo, fosfato tricálcico y en 
general posee una apariencia blanca debido a que este compuesto no se 
encuentra soluble en la fase acuosa del medio. La solubilización de fosfatos se 
evidencia por la formación de halos transparentes alrededor del inóculo y en el 
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caso de que la prueba resulte negativa,  el medio debe quedar del mismo color 
previo a la inoculación de los microorganismos. En este ensayo fue posible 
apreciar la capacidad solubilizadora de fosfatos de Penicillium janthinellum en los 
inóculos con un factor de concentración de 2x105 conidias/ml. En  la 
concentración más baja (2x102 conidias/ml) no fue posible observar halos de 
solubilización al igual que para el control utilizado en una concentración de 104 
conidias/ml. Este resultado muestra que efectivamente Penicillium janthinellum es 
capaz de solubilizar fosfatos pero que será requerida una concentración mayor de 
hongo a la concentración mínima utilizada en este ensayo para que se dé la 
solubilización de fosfatos. Los resultados de esta prueba se pueden ver en la 
figura 4-20.  
Figura 4-20 Resultado de la prueba cualitativa de solubilización de fosfatos. 
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4.3.4 Efecto de la inoculación de Penicillium janthinellum sobre la 
germinación de semillas de arroz. 
Este ensayo permitió obtener valores numéricos de porcentaje de germinación e 
índice de vigor calculados de acuerdo a la metodología expuesta en el numeral 
4.2.4. En este caso todos los datos tomados correspondieron a 6 inóculos de 
Penicillium janthinellum y un inóculo sin el hongo, y el análisis de los datos se 
hizo por tratamiento obteniéndose de esta forma tres grupos: un grupo 
corresponde al tratamiento sin inóculo, el segundo grupo corresponde al 
tratamiento cuya concentración tiene un valor de  1.9 x 102 conidias/ml y un tercer 
tratamiento cuya concentración es 1.9 x 105 conidias/ml. Los datos fueron 
graficados y adicionalmente se aplicó una prueba ANOVA y una test de Tukey de 
comparación múltiple para ver si había diferencia entre los tratamientos. 
Los resultados obtenidos aparecen resumidos en la figura 4-21. 
Figura 4-21 Resultado de la prueba del efecto de Penicillium janthinellum sobre la 
germinación de las semillas de arroz 
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En la figura 4-21 se  puede observar que los valores de índice de vigor y 
porcentaje de germinación  son muy cercanos para el control y la solución con 
una concentración baja de Penicillium janthinellum pero en el caso de la 
concentración mayor del hongo se ve un descenso para estos valores. El análisis 
estadístico también evidenció esta diferencia y confirmo que el tratamiento con 
mayor concentración  presenta una diferencia significativa con respecto a los 
otros dos tratamientos. Este resultado permite pensar que una concentración muy 
grande de inóculo podría hacer que el hongo comenzara a alimentarse del grano 
de la semilla y esto afectara en gran medida el proceso de germinación del brote 
naciente. 
En este capítulo fue posible confirmar la capacidad solubilizadora de fosfatos de 
Penicillium janthinellum pero no se pudo establecer otra cualidad promotora de 
crecimiento, por parte del hongo, con respecto a los ensayos realizados.    
  
5. Conclusiones y recomendaciones. 
5.1 Conclusiones 
 
En el presente trabajo se pudo establecer un sistema de interacción para el 
crecimiento conjunto de Penicillium janthinellum y la planta de arroz (Oryza 
sativa) considerado eficiente en la medida en que permitió la viabilidad del hongo 
y la planta durante los diferentes periodos de estudio. Además el sistema permitió 
ver algunas cualidades del hongo, relacionadas al sustrato, cuando los exudados 
de las raíces de las plantas  de arroz eran la única fuente de macronutrientes 
para el hongo. Así mismo, con la información recolectada en este trabajo se 
podrían hacer modificaciones al sistema cuando se requieran hacer otros 
estudios donde las condiciones para que se dé el proceso de solubilización de 
fosfatos deban ser potenciadas. 
Por otra parte en el presente trabajo se lograron estandarizar algunas técnicas 
para la cuantificación de compuestos promotores de crecimiento vegetal 
asociadas principalmente a métodos espectrofotométricos para la cuantificación 
de GA3 y AIA y métodos de HPLC para cuantificación de Kinetina y de ácidos 
orgánicos como compuestos que facilitan la solubilización de fosfatos y la 
captación de nutrientes. 
En el estudio realizado no se pudo identificar otra estrategia alternativa de 
promoción de crecimiento por parte del hongo frente a la planta de arroz con 
respecto a la ya conocida capacidad del hongo de solubilizar fosfato a partir de 
fuentes insolubles  de fosforo, Pero adicionalmente se pudo observar 
comparando con otros antecedentes de investigación, que para el proceso de 
solubilización de fosfatos llevado a cabo por Penicillium janthinellum, existen 
requerimientos de fuente de carbono que no pueden proporcionar los exudados 
de las raíces de arroz y que deben ser satisfechos desde la formulación del 
producto donde el principio activo es Penicillium janthinellum. 
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Se puede inferir que en condiciones de campo, el éxito de Penicillium janthinellum 
como biofertilizante se debe, en gran medida, a su capacidad de colonizar las 
raíces (como se puede ver en el registro fotográfico de los ensayos) y que este 
hecho puede ser muy relevante sumado a la capacidad de solubilizar fosfatos que 
posee el hongo. Las condiciones favorables para  conseguir fósforo asimilable en 
el suelo, utilizando a Penicillium janthinellum, pueden ser proporcionadas con 
base a la información metabólica  que ya se tiene del hongo  y de otros 
microorganismos solubilizadores de fosfatos, pero los procesos de colonización 
requieren aún mucho más estudio. 
 
El hecho de que de Penicillium janthinellum  no presente actividad promotora 
dependiente de la planta sino del sustrato  sugiere su potencial uso en múltiples 
tipos de cultivos, adicionalmente estudios de colonización de raíces en diferentes 
tipos de plantas sumados a los estudios de campo  en cultivos podría ampliar la 
información sobre su viabilidad y aplicación. 
 
 
5.2 Recomendaciones 
 
En las condiciones de ensayo Penicillium janthinellum no favorece la producción 
de fitohormonas o ácidos orgánicos. Aún así, dados los antecedentes que 
comprueban la capacidad del hongo de producir ácidos orgánicos frente a fuentes 
insolubles de fósforo, se recomienda realizar un ensayo adicional del hongo en 
interacción con la planta, combinando tratamientos con diferentes fuentes de 
carbono y con fuentes insolubles de fósforo que permitan conseguir información 
valiosa para procesos de formulación.  
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La ausencia de compuestos indólicos, especialmente AIA en las muestras, 
incluyendo las que provenían de la interacción entre la planta y Azospirillum 
brasilense, puede deberse a la ausencia en el sistema de triptófano (metabolito 
intermediario para la producción de AIA). Este hecho sumado  a la incapacidad de 
Penicillium janthinellum de producir ácidos orgánicos, cuando los exudados de las 
raíces de la planta de arroz son la única fuente de carbono,  dan a lugar la 
recomendación de hacer una caracterización química exhaustiva de los exudados 
de las raíces de la planta de arroz como fuente de información para el uso de 
microorganismos promotores de crecimiento.   
 
En el presente trabajo solo se evaluaron métodos directos de promoción de 
crecimiento vegetal, pero existen muchos otros mecanismos de promoción 
asociados a biocontrol e inducción de la respuesta sistémica, como mecanismos 
de defensa de las plantas, que  no fueron evaluados. Por esta razón se 
recomienda realizar ensayos relacionados a estas propiedades con la intención 
de complementar la información proporcionada por este trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 A. Anexo: Resultados previos de 
producción de ácidos y solubilización de 
fosfatos por parte de Penicillium 
janthinellum. 
 
 
 
Ensayo Fosfatos ppm Biomasa g/L 
 Glucosa 10 g/L- Nitrato 1107,3 0,99 
Glucosa 10 g/L- Amonio 1993,25 3,42 
Glucosa 20 g/L- Nitrato 2110,45 3,18 
Glucosa 20 g/L- Amonio 3150,04 9,258 
Glucosa 30 g/L- Nitrato 2951,25 3,3 
Glucosa 30 g/L- Amonio 3110,06 8,285 
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 B. Anexo: Box  plot de los resultados de 
mediciones biométricas  de las plantas en 
los diferentes ensayos a diferentes 
tiempos.  
Primer ensayo: plantas con y sin Penicillium janthinellum. 
Segundo ensayo: réplica del primer ensayo 
Tercer ensayo: plantas sin inóculo, plantas con Penicillium janthinellum y plantas con 
Azospirillum brasilense. 
Cuarto ensayo: réplica del tercer ensayo. 
 
P: tratamiento con Penicillium janthinellum. 
C: plantas sin inocular. 
A: tratamiento con Azospirillum brasilense.  
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Diferencias entre tamaños de las raíces principales.
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C. Anexo: Curva Patrón de Ácido 
Indolacético  
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 D. Anexo: Curva Patrón de Ácido 
Giberélico  
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 G. Anexo: Curva patrón Kinetina. 
 
LABORATORIO DE ANALISIS INSTRUMENTAL 
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
 
Calibration Curve 
ID# : 1 
Name : kinetina 
Quantitative Method : External Standard 
Function : f(x)=7010.05*x+60269.3 
Rr1=0.9995135 Rr2=0.9990273 
MeanRF:9034.9 RFSD:1680.55 RFRSD:18.6006 
FitType : Linear 
ZeroThrough : Not Through 
Weighted Regression : None 
Detector Name : PDA 
 H. Anexo: Resultados de producción de  
Kinetina día 12 primer ensayo. 
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